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1.  EL  TIMO,  UN  ÓRGANO  LINFOIDE  PRIMARIO  ESENCIAL  PARA  LA 




el  mantenimiento  de  los  linfocitos  T,  tanto  αβ  como  γδ  (Romano  y  cols.,  2013). 
Además,  el  órgano  tiene  capacidad  para  diferenciar  otras  líneas  hematopoyéticas, 
como  células  dendríticas  (DCs)  y  células  natural  killer  (NKs)  (Barcena  y  cols.,  1994; 
Sanchez  y  cols.,  1994).  De  hecho,  los  progenitores  linfoides  tras  colonizar  el  timo 
pierden  gradualmente  su  pluripotencia  hasta  comprometerse  con  el  linaje  T 
(Rothenberg  y  cols.,  2008)  generando  células  T  funcionalmente maduras.  El  proceso 




son  seleccionados  positiva  y  negativamente  para  asegurar  que  reconozcan  y 
respondan exclusivamente a  los antígenos no propios presentados en el contexto del 
complejo  principal  de  histocompatibilidad  (MHC)  propio,  pero  no  a  los  propios 
(Esquema 1). 
Esta  capacidad  del  timo  para  albergar  y  diferenciar  progenitores  linfoides  a  células 
inmunocompetentes  depende  de  su  estroma,  particularmente  de  su  componente 
epitelial  cuya  tridimensionalización  es  la  base  del  crosstalk  que  se  establece  entre 
epitelio y timocitos en desarrollo. Ésta es una característica única de la diferenciación 
de  los  linfocitos  T  que  no  requieren  otras  células  linfoides  (Dorshkind,  1990).  La 
tridimensionalización  epitelial maximiza  las  interacciones  linfo‐estromales  algo  clave 
para  la  diferenciación  de  los  timocitos  y  la  maduración  del  epitelio,  que  ocurre  en 
paralelo.  El  órgano  está,  de  hecho,  compartimentalizado  en  dos  áreas 








circundante  (Esquema  2).  Su  proliferación  y  maduración  requiere  señales 
proporcionadas  en  los  distintos  compartimentos  tímicos,  lo  que  conlleva 
obligatoriamente  la  migración  de  los  timocitos  por  el  parénquima  tímico  (Petrie  y 
Zuniga‐Pflucker, 2007) con el concurso, principalmente, de quimiocinas específicas de 
cada  compartimento  y  de  moléculas  de  la  matriz  extracelular,  y  de  sus  receptores 
específicos  (Gameiro  y  cols.,  2010).  Por  su parte, el primordio  tímico embrionario es 
colonizado por progenitores provenientes del hígado fetal (Ramond y cols., 2014), que 
expresan  el marcador  PIRA/B  (paired  immunoglobulin‐like  receptor)  (Masuda  y  cols., 
2005;  Desanti  y  cols.,  2011),  un  receptor  glicoproteico  de  transmembrana  con  dos 






progenitores  linfoides  han  adquirido  el  compromiso  con  el  linaje  T  y  luego  con  los  timocitos  TcRαβ+.  A 





Por  otro  lado,  las  primeras  poblaciones  linfoides  corresponden  a  las  denominadas 
células dobles negativas  (DN: CD4‐CD8‐) que  se  subdividen en cuatro  subpoblaciones 
atendiendo  a  la  expresión  de  los  marcadores  CD44  y  CD25  (Godfrey  y  cols.,  1993): 
CD44+CD25‐  (DN1),  CD44+CD25+  (DN2),  CD44‐CD25+  (DN3)  y  CD44‐CD25‐  (DN4). 
Además,  las  células  DN1‐2  expresan  el  receptor  del  stem‐cell  factor  (SCF)  y  c‐kit 
(CD117), que desaparecerá en las células DN3 y DN4 (Godfrey y cols., 1993; Douagi y 
cols., 2002). En el periodo adulto, la maduración de estas subpoblaciones acontece en 
la  corteza  del  órgano  donde  las  células  DN1,  que  todavía  son  capaces  de  producir 
células  NK  y  DCs,  además  de  Ts,  migran  como  células  DN2  desde  el  borde  córtico‐
medular  hacia  la  zona  subcapsular  (Lind  y  cols.,  2001;  Porritt  y  cols.,  2003)  con  el 
concurso  de  quimiocinas  y  sus  receptores,  CXCR4,  CCR7  y  CCR9  (Benz  y  cols.,  2004) 
(Esquema 1). Recientemente,  se  ha demostrado que  la maduración de  los  timocitos 
DN1  c‐kit+  depende  de  mKitL,  una  molécula  de  membrana  expresada  por  una 
población de células del endotelio vascular (VECs) de la corteza. Esta misma molécula 
expresada  en  cTECs  también  afecta  al  compartimento  DN2  (Buono  y  cols.,  2016), 
donde  se  regula  positivamente  la  expresión  de  Rag  (Wilson  y  cols.,  1992), 
reordenándose  los  loci  TcRδ  y  TcRγ,  y  se  pierde  la  capacidad  de  producir  células  de 
otros  linajes  en  la  transición  DN2a‐DN2b.  La  llegada  de  las  células  DN  a  la  corteza 
externa  coincide  con  el  estadio  DN3  y  las  reordenaciones  V(D)J  en  el  locus  TcRβ; 
aquellas que lo hacen adecuadamente se unen a una cadena α subrogada llamada pre‐
Tα  constituyendo  el  complejo  pre‐TcR  (Esquema  1).  La  formación  del  pre‐TcR  junto 
con  IL7  (interleukin‐7),  producida  por  el  epitelio,  y  el  ligando  de  Notch,  Delta‐like  4 













Tras  la  regulación de  las primeras poblaciones de  timocitos por Notch/Dll4 e  IL7,  las 
señales mediadas por el receptor antigénico pasan a ser fundamentales. En la corteza, 
se produce  la  selección positiva de  los  timocitos DP que han  formado un TcRαβ. Los 
TcR de avidez  intermedia por  los complejos péptido‐MHC reciben señales de  rescate 
que les permiten diferenciar a células SP, CD4+CD8‐ y CD4‐CD8+, que sufrirán un nuevo 
control,  la selección negativa, esta vez en la médula (Esquema 1). Allí,  las células que 
hayan  sido  seleccionadas  positivamente pero que  reconozcan  antígenos propios  con 
afinidad/avidez  alta  recibirán  señales  apoptóticas  desde  el  epitelio  y  las DCs que  las 
eliminarán  (Aliahmad  y  Kaye,  2006;  Siggs  y  cols.,  2006).  Solamente  las  células 
epiteliales tímicas (TEC) corticales (cTEC) expresan una forma de proteosoma con una 
subunidad  catalítica  β5t  (β5‐thymus),  distinta  de  las  “clásicas”  β5i  expresadas  en  los 
inmunoproteosomas de las células estimuladas con IFNγ y las células presentadoras de 
antígenos  (APC)  “profesionales”  (Murata  y  cols.,  2007),  que  muestra  una  actividad 
peptidasa  produciendo  péptidos  propios  de  alta  afinidad  por  las  moléculas  MHCI 
(Ripen y cols., 2011; Sasaki y cols., 2015). La relación entre β5t y selección positiva se 
evidenció  en  ratones  en  los  que  falta  la molécula,  lo  que  conllevaba un  significativo 
descenso de la proporción de células CD8+, pero no de CD4+, y el  pequeño porcentaje 
de  células  CD8+  que  son  seleccionadas  positivamente  muestran  alteraciones  en  sus 
respuestas a distintos estímulos  (Murata y cols., 2007; Nitta y  cols., 2010)  (Esquema 
3). En el caso de la selección positiva de timocitos CD4+ también intervienen cTEC que, 
Esquema  2.  Esquema  de  la  colonización  del  primordio  tímico  fetal  avascular  por  los  progenitores  linfoides 
hematopoyéticos a 12F. La primera oleada de progenitores hematopoyéticos CD45+ procedente del hígado fetal 





a  diferencia  de  las  células  presentadoras  profesionales,  presentan  antígenos 
sintetizados por la misma célula y procesados por autofagia, en vez de por fagocitosis 
(Nedjic  y  cols.,  2008),  utilizando  para  ello,  además  de  las  consabidas  moléculas  de 
MHCII, un juego único de enzimas lisosomales, TSSP (thymus‐specific serine protease, 
gen Prss16) y  cathepsina L, a diferencia de  las TECs medulares  (mTEC) y  las DCs que 
expresan  cathepsina  S  (Gommeaux  y  cols.,  2009;  Viret  y  cols.,  2011)  (Esquema  4A). 
TSSP  y  cathepsina  L  producen  de  forma  no  solapante  autopéptidos  procesados  en 
MHCII  que  sólo  ocurre  en  cTECs  participando  en  la  selección  positiva  de  las  células 
CD4+  (Takada  y  cols.,  2014).  No  sabemos,  sin  embargo,  el  fenotipo  concreto  de  las 
cTECs  implicadas  en  la  selección  positiva.  Tampoco  en  la  corteza  profunda,  ni  en  la 
externa,  se  han  identificado  poblaciones  epiteliales  específicas  implicadas  en  el 
mantenimiento de las células DN.  
Por  otro  lado,  las  interacciones  péptidos‐MHC‐TcRαβ  que  seleccionan  positivamente 
los timocitos CD4+ y CD8+ disparan también la expresión de CCR7, lo que permite que 
los  timocitos  DP  seleccionados  en  diferenciación  a  SP  migren  a  la  médula  desde  la 
corteza  interna  atraídos  por  sus  ligandos,  CCL19  y  CCL21  expresados  por  las mTECs 
Esquema 3. Formación del inmunoproteosoma y del timoproteosoma. (A) El inmunoproteosoma está formado 
por un proteosoma 20S constitutivo y tres subunidades β denominadas “inmuno‐subunidades” sintetizadas en 
respuesta al  IFN‐γ. (B) En el timo,  las cTECs expresan el timoproteosoma, donde la  inmuno‐subunidad β5i del 
inmunoproteosoma  es  reemplazada  por  la  subunidad  β5t.  (C)  Esquema  de  la  presentación  de  péptidos 
endógenos generados en el proteosoma, asociados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 
de clase  I  (MHCI) en el  retículo endoplásmico  (RE) y presentados en  la superficie celular a  linfocitos T CD8+ a 





(Ueno y cols., 2004; Nitta y cols., 2009). En  la médula,  los  timocitos sufren un nuevo 
proceso de selección para generar el  repertorio T definitivo. mTECs y DCs medulares 
gobiernan  la generación de esta tolerancia  inmunológica central;  las mTECs expresan 
múltiples  antígenos  restringidos  de  tejidos  (TRAs)  con  el  concurso  del  factor  de 
transcripción AIRE, un regulador de la autoinmunidad (Derbinski y cols., 2001; Mathis y 




El  proceso  no  se  conoce,  sin  embargo  en  detalle  y,  por  ejemplo,  sólo  un  pequeño 
número de mTECs expresa un set de TRAs dado (Palmer, 2003; Derbinski y cols., 2008) 
por lo que, posiblemente, los timocitos deban moverse 4‐5 días por la médula para ser 
capaces  de  interaccionar  con  todos  ellos  (McCaughtry  y  cols.,  2007).  También  DCs 
atraídas  a  la  médula  por  linfotactina  (XCL1),  una  molécula  dependiente  de  AIRE, 
participan en  la selección negativa; sin embargo, como no expresan AIRE no generan 
TRAs y los deben de obtener por fagocitosis de mTECs apoptóticas (Klein, 2009; Koble y 
Kyewski,  2009)  (Esquema  4B).  Además,  las  mTECs  expresan  mucho  más 
frecuentemente otros TRAs  independientes de AIRE  (Smith  y  cols.,  1997; Anderson y 
cols., 2002; Derbinski y cols., 2005).  
Recientemente, se ha descrito otro factor de transcripción Fezf2 (forebrain embryonic 
zinc  finger‐like protein 2),  relacionado  con  la  vía de  señalización del  LTβR,  cuya  falta 
también  cursa  con  autoinmunidad  y  está  implicado  en  la  regulación  de  algunos  de 
estos  TRAs  (Takaba  y  cols.,  2015).  Hay  controversia  respecto  de  si  estos  antígenos 
aparecen durante  la diferenciación  terminal de  las mTECs  (Derbinski y  cols., 2005), o 
por el  contrario,  son ya expresados en células más  inmaduras  (Dooley y  cols., 2009). 










DCs  y  mTECs  también  contribuyen  dentro  del  timo  a  la  generación  de  células  T 
reguladoras  (Treg,  CD4+Foxp3+)  (Roman  y  cols.,  2010;  Klein  y  Jovanovic,  2011;  Lei  y 
cols., 2011) que actúan en periferia suprimiendo los linfocitos T auto‐reactivos que han 
podido  escapar  a  la  tolerancia  central  tímica. No  obstante,  no  sabemos  con  certeza 
cuales  son  los  mecanismos  que  determinan  esta  diferenciación,  ni  como  el  epitelio 
medular  determina  que  timocitos  han  de  diferenciar  a  Treg  y  cuales  deben  ser 
eliminados durante la selección negativa. Finalmente, células B presentes en la médula 
Esquema 4. Presentación antigénica en la corteza tímica para la selección positiva e inducción de la tolerancia 




el  gen  AIRE,  tanto  en  el  contexto  de  MHCI  como  de  MHCII.  Los  TRAs  de  las  mTECs  pueden  ser  también 
secretados  y  presentados  a  las  células  dendríticas  (DCs)  de  la  médula  tímica  que  también  intervienen  en  la 
inducción de la tolerancia inmunológica. Además, los fragmentos peptídicos generados durante la apoptosis de 
mTECs  terminales  y  antígenos  transportados  por  la  sangre  pueden  ser  captados  por  las  DCs  residentes  para 



















Hoy  se  admiten  dos  etapas  de  maduración  del  primordio  epitelial  tímico;  una 
organogénesis temprana,  independiente de la expresión de Foxn1 (Forkhead box n1), 
un  factor  de  transcripción  imprescindible  posteriormente,  que  resulta  en  la 




paratiroides  se  regionaliza  consecuencia  de  la  expresión  diferencial  de  los  factores  de  transcripción  Foxn1  y 
Gcm2,  respectivamente.  (B)  En  la  organogénesis  tardía,  entre  12F  y  13.5F,  inicialmente  el  complejo  timo‐
paratiroides se separa de la faringe, y después, se individualiza en dos órganos. Durante estas etapas llegan los 








y  los  timocitos  que  son  consideradas  hoy  en  día  junto  con  Foxn1,  los  principales 
reguladores del desarrollo tímico (Rossi y cols., 2006) (Esquema 5). 
2.1. Organogénesis temprana: determinación a timo del endodermo faríngeo
En  ratón,  hacia  10.5F  las  células  mesénquimales  derivadas  de  la  cresta  neural 
determinan  en  el  endodermo  de  la  tercera  bolsa  faríngea  el  complejo  timo‐




1995),  Eya1  (Eye  absent  homologue  1)  y  Six1  (Sine  oculis  homeobox  1)  (Zou  y  cols., 
2006).  En  concreto,  Pax1  y  Pax9,  junto  con  FGF8  (fibroblast  growth  factor  8), 
determinan  la  tercera  bolsa  faríngea  a  9.5F,  mientras  la  evaginación,  crecimiento  y 
regionalización  del  endodermo  faríngeo,  que  ocurre  a  11F,  son  dependientes  de 
Hoxa3, Pax9, Eya1, Six1 y Noggin (Esquema 5A). 
A 11.5F, cuando todavía el primordio está unido a la cavida faríngea,  la expresión  de 
Gcm2 (glial cells missing 2)  induce  la diferenciación de  la parte dorsal a paratiroides, 
mientras Foxn1 determina en la distal, el primordio tímico (Blackburn y Manley, 2004; 
Gordon  y Manley,  2011),  aunque  el  endodermo  de  la  tercera  bolsa  faríngea  ya  está 
comprometido con el linaje TEC (Vaidya y cols., 2016) (Esquema 5A). 
Junto  con  los  factores de  transcripción anteriomente  indicados  (Wei  y Condie,  2011) 










tímico,  mientras  Noggin  parece  suprimir  la  expresión  de  Foxn1  en  la  región 
especificada  a  paratiroides,  pero  su  supresión  no  induce  directamente  expresión  de 









Por otro  lado, Wnt  (wingless)  regula  la expresión de Foxn1  (Heinonen y cols., 2011a; 
2011b).  Concretamente, Wnt4  y Wnt5b,  producidos  por  TECs  y  timocitos,  regulan  la 
expresión de Foxn1 de forma auto‐ y paracrina a través de TCF‐4 y LEF‐1 (Balciunaite y 





y  expresión  fetal  de  IL7  en  ratones  Foxn1‐/‐  (Zamisch  y  cols.,  2005)  y  en  estadios 
postnatales hay TECs Foxn1‐/‐ que expresan CCL25 y Dll4 (Corbeaux y cols., 2010). 
Como antes se indicaba, las células derivadas de la cresta neural también participan en 
la organogénesis  tímica  (Ge y  Zhao, 2013). Dichas  células  rodean el  epitelio  tímico  y 
forman  el  mesénquima  perivascular  (Le  Douarin  y  Jotereau,  1975;  Le  Lievre  y  Le 
Douarin,  1975),  facilitando,  presumiblemente,  el  establecimiento  de  los  dominios 
específicos en el endodermo de  la  tercera bolsa  faríngea. Las células derivadas de  la 
cresta neural posiblemente también son cruciales para la separación del primordio del 
endodermo  faríngeo  porque  en  mutantes  Splotch  (Pax3‐null),  que  no  tienen  tales 







Muchos  de  los  efectos  del  mesénquima  sobre  las  TECs,  que  acontecen  después 
durante  la  organogénesis  tardía,  pero  que  adelantamos  ahora,  están  mediados  por 
moléculas  de  la  familia  FGF  (Sun  y  cols.,  2013)  como  sugiere  el  hecho  de  que  la 
deficiencia  en  FGF8  (Frank  y  cols.,  2002)  en  células  derivadas  de  la  cresta  neural 





y  altera  el  patrón  de  expresión  de  citoqueratinas  (Revest  y  cols.,  2001).  Finalmente, 
ratones deficientes en FGFR2IIIb, receptor de FGF7 y FGF10, muestran un bloqueo en 








tímico,  el  esbozo  se  separa  de  la  cavidad  faríngea,  y  timo  y  paratiroides  se 
independizan  (Balciunaite  y  cols.,  2002;  Pongracz  y  cols.,  2003;  Blackburn  y Manley, 




esbozo,  generando  trabéculas  conectivas.  La  llegada  de  las  células  linfoides  y  el 
aumento  de  la  expresión  de  Foxn1  coinciden  con  el  inicio  de  la  diferenciación 
corteza/médula y la aparición de los primeros marcadores epiteliales. Desde entonces 





Foxn1  pertenece  a  una  familia  de  factores  de  transcripción  Fox  implicados  en 
numerosos  procesos  (Kaufmann  y  Knochel,  1996;  Schorpp  y  cols.,  1997).  Tras  el 
nacimiento sólo se expresa en timo y epidermis (Brissette y cols., 1996; Mecklenburg y 
cols.,  2005),  y  en  su  ausencia,  la  colonización  linfoide  del  timo  falla  (Bleul  y  Boehm, 
2000)  y  la  maduración  del  epitelio  tímico  aborta  resultando  en  un  timo  alinfoide, 
cístico que provoca una severa inmunodeficiencia T tanto en humanos como en ratón 
(Nehls y cols., 1996; Pignata y cols., 1996; Pignata, 2002; Su y cols., 2003). 
2.3.  Aparición  y  maduración  fenotípica  y  funcional  de  las  poblaciones 
epiteliales tímicas. Diferenciación Corteza/Médula 
En ratón, las cTECs han sido caracterizadas mediante la utilización de los marcadores: 
K8/K18, CDR1,  Ly51  (CD249)  (CDR1 y Ly51  identifican  la misma subpoblación porque 





algunas  células  K8+K5‐  globulares  en  la  médula.  Por  el  contrario,  las  células  K5+  se 
localizan  principalmente  en  la  médula  y  el  área  córtico‐medular  aunque  algunas 
aparecen  también  en  la  corteza  y  área  subcapsular  (Klug  y  cols.,  1998). Durante  el 
desarrollo embrionario, el  timo expresa ambas keratinas  (K8+K5+) desde 11‐12F, para 
luego  aparecer  las  células  K8+K5‐  y  K8‐K5+,  lo  que  llevó  a  proponer  que  las  células 
K8+K5+  podrían  ser  progenitores  epiteliales  (Gill  y  cols.,  2002;  Klug  y  cols.,  2002) 
(Esquema 6). Diversos modelos murinos con bloqueos en la diferenciación T temprana 
(Klug  y  cols.,  1998)  o  en  la  maduración  del  epitelio  tímico  (Nehls  y  cols.,  1996) 
demostraron que en el timo se acumulaban TEC K8+K5+.  
Por otro  lado, en el  timo, K8, como otros  filamentos  intermedios, no actúa como un 











Hay,  no  obstante,  muchas  subpoblaciones  epiteliales,  tanto  en  corteza  como  en 
médula,  cuyas  relaciones entre  sí  son poco conocidas y menos aún su  función. En el 
caso de  la población cortical,  los marcadores de  los que conocemos su  función en el 
timo serían: CCRL1 (Rode y Boehm, 2012), IL7 (Alves y cols., 2010), Dll4 (Fiorini y cols., 
2008), CD205, MHCII (Shakib y cols., 2009) y β5t (Ripen y cols., 2011). CCRL1, (también 
llamado  CCX‐CKR1),  es  un  receptor  scavenger  que  interacciona  con  CCL19,  CCL21  y 
CCL25  (Heinzel y cols., 2007) y se expresa en  las cTEC más que en  las mTEC, aunque, 
células CCRL1+  fetales son capaces de originar mTEC, y, durante el periodo postnatal 
las mTEC expresan bajos niveles de CCRL1 (Ohigashi y Takahama, 2014; Ribeiro y cols., 
2014).  IL7  y  Dll4  se  expresan  prácticamente  por  todo  el  primordio  tímico 
restringiéndose  posteriormente  al  borde  córtico‐medular  donde  aparecen  formando 
Esquema 6. Diferenciación de las células epiteliales tímicas corticales y medulares murinas. El esquema 
muestra  la  aparición  y  maduración  de  las  TECs  corticales  y  medulares  en  base  a  la  expresión  de 





un  pequeño  grupo  de  células  con  fenotipo  cortical  y  medular.  Ambas  moléculas 
contribuyen a la supervivencia y desarrollo temprano de los timocitos (Hozumi y cols., 
2008;  Koch  y  cols.,  2008).  Aproximadamente  el  80%  de  las  cTECs  Ly51+  del  timo 
postnatal expresan Dll4 y β5t, y la mayoría IL7 (Takada y cols., 2014). Además, se han 
descrito  subpoblaciones  definidas  por  la  distinta  expresión  diferencial  de  CD205, 
MHCII, Dll4,  IL7  (Takada  y  cols.,  2014)  y  Ly51  (Cejalvo  y  cols.,  2013)  demostrando  la 
heterogeneidad de la población cortical.  
El  proceso  de  diferenciación  del  epitelio  cortical  y medular  durante  la  ontogenia  no 
está tampoco claro, igual que la aparición y evolución de las distintas subpoblaciones 
de  células  epiteliales,  basándose  los  modelos  “más  tradicionales”  en  la  aparición 
secuencial de los distintos tipos celulares. Precursores epiteliales diferencian a cTEC y 




antígeno  Plet‐1  (Placenta‐expressed  transcript‐1)  (Depreter  y  cols.,  2008),  aunque 
realmente MTS20 no identifica todos los precursores epiteliales tempranos (Anderson 
y  cols.,  2009).  Igual  sucede  cuando  se  utiliza  el  anticuerpo  MTS24,  equivalente  a 
MTS20.  Presumiblemente,  MTS24  reconoce  un  marcador  específico  del  endodermo 
faríngeo durante  la organogénesis más temprana, expresándose a 12.5F en todas  las 
células del primordio, pero desapareciendo luego gradualmente. A 15.5F, el potencial 
para  generar  epitelio  tímico  reside  tanto  en  las  células MTS24+  como en  las MTS24‐ 
(Gill y cols., 2002). En timo adulto se describieron hace algunos años células MTS24+ en 
la médula,  de  función  desconocida  (Barthlott  y  cols.,  2006),  y,  recientemente  se  ha 
identificado  una  población  (EpCAM+UEA1‐Ly51+Plet‐1+MHCIIhi)  que  representa 











MHCII  como  de  MHCI  (Bonifaz  y  cols.,  2002),  pero  cuya  ausencia  no  afecta  ni  el 
desarrollo ni la selección de los timocitos (Jenkinson y cols., 2012).  
En  la médula,  las moléculas utilizadas para caracterizar  las subpoblaciones epiteliales 
han sido: MHCII, CD40, CD80, AIRE y CCL21 (Gabler y cols., 2007; Rossi y cols., 2007b; 
Shakib y cols., 2009; Lkhagvasuren y cols., 2013) definiéndose tres poblaciones, todas 
ellas  que  expresan  UEA1  (Sun  y  cols.,  2014):  MHCIIloCD80loAIRE‐  (mTEC  inmaduras); 
MHCIIhiCD80hiAIRE+  (mTEC  maduras)  y  MHCIIloCD80loAIRE‐Involucrina+  (mTEC 
terminales)  (Rossi  y  cols.,  2007b;  Nishikawa  y  cols.,  2010;  Wang  y  cols.,  2012) 
(Esquema  6).  No  es  seguro  que  estas  tres  poblaciones  sean  homogéneas  y  lo  más 
probable  es  que,  a  su  vez,  incluyan  más  subpoblaciones  (Alexandropoulos  y  Danzl, 
2012).  Así,  por  ejemplo Meis1  (myeloid  ecotropic  viral  integration  site  1)  codifica un 




expresan  fuertemente  Hoxa3,  Pax1,  Pax9,  Pbx1  y  Eya1,  y  que  trasplantadas  in  vivo 
proliferan y diferencian a mTECs maduras (Hirayama y cols., 2014). No está claro, sin 
embargo, si las aquí llamadas mTEC inmaduras son el primer escalón del linaje medular 
directamente  emergido  del  progenitor  bipotente  o  si  existe  algún  compartimento 
celular intermedio (ver luego). Así, como hemos dicho, Claudinas 3 y 4 (Cld3,4) marcan 
una  población  epitelial  temprana  que  se  considera  progenitora  de  las  mTECs  AIRE+ 




de  inmaduras  MHCIIloCD80/86loAIRE‐  (Gray  y  cols.,  2007)  que  regulan,  al  tiempo,  la 
expresión de AIRE y de los TRAs (modelo de la diferenciación terminal) (Gabler y cols., 
2007).  En  el modelo  de  la  restricción  progresiva,  AIRE  y  TRAs  se  expresan  ya  en  las 
mTEC  inmaduras  y  su  diferenciación  es  controlada  por  AIRE,  eligiendo  unas  vías  y 
silenciando  otras  (Gillard  y  Farr,  2005).  Ambos  modelos  están  apoyados 












todo  resuelto  cual  es  la  condición  real  de  las  células  AIRE+.  Las  mTECs 
MHCIIhiCD80hiAIRE+  maduras  fueron  consideradas  células  postmitóticas  que  sufrían 
finalmente  apoptosis  (Gray  y  cols.,  2007).  Sin  embargo,  otros  autores  han  apuntado 
que  podrían  seguir  diferenciando  hasta  incorporarse  a  los  corpúsculos  de  Hassall 
(Wang  y  cols.,  2012),  estructuras  que  expresan  marcadores  epidérmicos,  como 






células  finales  fueran  TECs  “subfuncionales”  consecuencia  de  la  downregulación  de 
Foxn1 y MHCII (O'Neill y cols., 2016). 
Así descritos estos datos avalarían un modelo de diferenciación sincrónica del epitelio 
cortical  y  del  medular,  donde  un  progenitor  bipotente  común  daría  lugar  a 
progenitores  comprometidos  con  uno  u  otro  compartimento  que  aún  no  expresan 
marcadores funcionales específicos y que diferenciarán finalmente a células maduras 
(Esquema  7A).  Recientemente,  sin  embargo,  se  empieza  a  dibujar  la  naturaleza  de 
estos precursores comprometidos, y con ello han aparecido modelos alternativos del 
desarrollo epitelial  tímico,  aunque  los  resultados  son aún  fragmentarios. Hamazaki  y 
colaboradores (Hamazaki y cols., 2007)  identificaron los progenitores comprometidos 
de  las  mTECs  AIRE+  como  células  Cld3,4hiUEA1+  que  aparecen  a  13.5F  como  islotes 
clonales distribuidos por todo el órgano (Rodewald y cols., 2001) y que previamente a 




central  de  pequeños  clusters MTS10+  distribuidos  por  todo  el  timo  y  donde  a  13.5F 
expresan por primera vez UEA1 (Hamazaki y cols., 2007). Recientemente, dentro de las 
células  Cld3,4+  se  ha  descrito  una  subpoblación  SSEA1+,  cuyo  número  y  capacidad 
clonogénica  disminuye  tras  el  nacimiento  (Sekai  y  cols.,  2014),  y  cuya  expresión  es 
anterior a la de RANK (Baik y cols., 2016). Así, en la médula fetal, tras la generación de 
las  células  Cld3,4+SSEA1+  se  induce  la  de  RANK  en  las  distintas  subpoblaciones  de 
progenitores  mTEC,  coincidiendo  con  la  regulación  positiva  de MHCII  y  negativa  de 
CD205 (Baik y cols., 2016). En timos de 15.5F se han descrito también células CD205‐
CD40+,  que  expresan  genes  específicos  de mTECs  (Shakib  y  cols.,  2009),  lo  que  hizo 
proponer  a  los  autores  que  podría  tratarse  de  un  progenitor  intermedio  medular, 
aunque  sin  especificar  si  correspondía  (o  no)  a  un  estadio  directamente  relacionado 
con el progenitor bipotente común. También a 12.5F, cuando ya se expresan CD205 y 
β5t,  se  ha  descrito  un  compartimento  cortical  intermedio  entre  los  progenitores 
bipotentes  y  las  cTEC  maduras  que,  sin  embargo,  requiere  mejor  caracterización 
(Shakib y cols., 2009). Aunque sin caracterizarlo, Rode y Boehm (Rode y Boehm, 2012) 
también  describieron  un  progenitor  cortical  inmaduro  capaz  de  regenerar  cTECs 
adultas.  Recientemente,  Wong  y  colaboradores  (Wong  y  cols.,  2014)  purificaron 
distintas  subpoblaciones  epiteliales  adultas  y  ensayaron  su  capacidad  progenitora 
usando  RTOC  injertados  in  vivo  o  en  cultivos  3D,  identificando  una  población  única 
integrina‐α6+Sca‐1+MHCIIlo que expresa genes de progenitores epiteliales y es capaz de 
generar cTEC y mTEC, incluidas células que expresan AIRE. 
Estos  resultados  cuestionan,  por  tanto,  el  modelo  de  diferenciación  sincrónica  y 
sugieren la posibilidad de que el compartimento cortical anteceda en su diferenciación 










de  timos  de  12.5F  son  capaces  de  responder  a  RANK,  un  modulador  de  la 
diferenciación de mTECs (Baik y cols., 2013). 
 IL7,  otro marcador  temprano que  se  expresa en  cTECs CD205+Ly51+  (Ribeiro  y  cols., 
2013)  y,  en menor medida,  en mTECs  (Alves  y  cols.,  2009)  comienza  a  expresarse  a 
12.5F y entre 13F‐14F  la mayoría de TECs son  IL7+, salvo una pequeña parte  IL7‐ que 
presenta características de mTEC, incluida la capacidad de responder a RANKL (Ribeiro 
y cols., 2013). En RTOCs, TECs IL7+ pueden dar lugar tanto a cTECs Ly51+CD205+ como a 
mTECs  CD80+  y,  por  tanto,  podrían  ser  una  población  intermedia  con  capacidad  de 
compromiso  cortical  o medular.  Por  su  parte,  las  IL7‐  serían  células  capaces  de  dar 
exclusivamente  linaje medular  (Ribeiro  y  cols.,  2013).  Otros  resultados  van más  allá 
confirmando la diferenciación directa de cTECs β5t+ a mTECs (Ohigashi y cols., 2013). 
Ohigashi  y  colaboradores  demostraron  que  la  mayoría  de  las  mTEC  (células  K5+, 
Cld3,4hiSSEA1+  y AIRE+) derivaban de progenitores  epiteliales que han expresado β5t 
(Ohigashi y cols., 2013; 2015). Considerando que β5t no es detectable a 11.5F (Ripen y 
cols.,  2011),  su  expresión  en  este  estadio  no  debe  estar  restrigida  a  un  progenitor 
epitelial bipotente si no que aparece posteriormente, pero antes de  la detección del 
progenitor  epitelial  comprometido  con  el  linaje medular.  En  este  sentido,  es  posible 
que  las  células  epiteliales  progenitoras  bipotentes  puedan  coexpresar  tanto  genes 
asociados  con  el  epitelio  cortical,  incluyendo  β5t,  como  genes  típicos  del  epitelio 
medular  (Ohigashi  y  cols.,  2013).  Además,  en  el  timo  adulto  se  ha  descrito  que  la 
mayoría  de  las  mTECs  derivan  de  progenitores  que  han  transcrito  β5t  durante  la 
embriogénesis  e  incluso  tras  el  nacimiento  (Ohigashi  y  cols.,  2015;  Alves  y  Ribeiro, 
2016).  
Estos  resultados  toman  en  consideración  la  existencia  de  progenitores  intermedios 
posteriores a los progenitores bipotentes comunes; además, puesto que la ausencia de 





o asimétrica  (Esquema  7B).  Durante  dicha  progresión  el  progenitor  bipotente  daría




presumiblemente medulares,  que  diferenciaría  simétricamente  al  linaje  cortical  y  al 
medular  (progresión  simétrica)  (Esquema  7B,  B.2).  Sin  embargo,  los  resultados más 
recientemente  publicados  apoyan  más  bien  una  progresión  asimétrica  donde  el 
progenitor bipotencial daría un progenitor  intermedio con marcadores corticales que 





ontogenia  contribuyendo  a  la  expansión  del  compartimento  cortical  y  del  medular 
Esquema 7. Modelos propuestos para explicar el desarrollo de las diferentes subpoblaciones epiteliales tímicas. 
(A) En el modelo sincrónico, un progenitor epitelial bipotente no comprometido (TEP) tiene capacidad de dividir y 
originar  simultáneamente  tanto  células  progenitoras  comprometidas  con  el  linaje  cortical  (cTEP)  como  con  el 




mTEC  maduras;  y  Simétrica  (B.2),  en  cual  a  partir  de  un  tTEP  que  expresa  marcadores  corticales  y  que, 





apoyando,  por  tanto,  el  modelo  de  progresión  seriada  asimétrica  (Ohigashi  y 
Takahama,  2014;  Ribeiro  y  cols.,  2014).  Postnatalmente,  se  han  identificado  dos 




de  acuerdo,  nuevamente,  a  un  modelo  de  diferenciación  de  epitelio  tímico  seriado 
asimétrico  (Alves y cols., 2014). Más recientemente, Onder y colaboradores  (Onder y 
cols.,  2015)  han  caracterizado  otro  progenitor  adulto,  CCL19+Podoplanina+,  que  se 
localiza  en  el  BCM  y  que  es  capaz  de  generar  directamente  epitelio medular.  Estos 
resultados  hacen  suponer  que  quizás  en  el  área  córtico‐medular  además  de 
progenitores comprometidos con el compartimento medular  los haya también con el 
cortical  (Anderson  y  Jenkinson,  2015),  y  en  general,  que  la  separación  de  los  dos 
compartimentos tímicos no es tan drástica como se pensaba o que, al menos, algunas 
subpoblaciones  epiteliales  tienen  en  algún  momento  de  su  vida  características 
corticales y medulares. 
Todos estos resultados han sido recientemente recogidos y ampliados de acuerdo a un 
modelo  de  progresión  seriada  asimétrica  (Alves  y  Ribeiro,  2016).  Durante  el  periodo 
fetal una población progenitora cortical (cTEP) β5t+CD205+IL7hiCCRL1+ originaría células 
Cld3,4hiSSEA1+  que  diferenciarían  a  Cld3,4hiSSEA1‐RANK+  en  el  compartimento 
medular. Esta primera población Cld3,4hiSSEA1+ se ha visto que podría surgir también a 
partir de cTEPs β5t+ postnatales que también tendrían capacidad para dar  lugar a  las 
células  Podoplanina+  del  borde  córtico‐medular  (PDPN+  jTEC).  Estas  tres  poblaciones 
epiteliales medulares  Cld3,4hiSSEA1+,  Cld3,4hiSSEA1‐RANK+  y  PDPN+  jTEC  constituirían 
un pool de mTEP a partir del cual se desarrollarían, finalmente, las mTEC maduras. No 










Aunque  basándonos  en  otro  tipo  de  resultados,  nuestro  grupo  ha  propuesto 
recientemente  también un modelo asimétrico donde la diferenciación corteza/médula 
sería consecuencia del propio desarrollo histológico del timo y estaría determinado por 
su  patrón  de  crecimiento,  basado  en  un  proceso  de  branching,  morfogénesis  y 
formación de lumen (ver luego), que sería posterior o concomitante a éstos (Munoz y 














mTEC  de  acuerdo  a  un  modelo  de 
progresión  seriada  asimétrica,  que 
incorpora  poblaciones  progenitoras 
epiteliales  recientemente  descritas. 
Progenitores  corticales  β5t+  fetales 
(cTEP)  determinan  el  linaje  cortical  y 
son capaces de dar cTEC pero también 
mTEC,  aunque  su  potencialidad  va 
disminuyendo a medida que avanza el 
desarrollo  (parte  superior).  Además, 
los  progenitores  β5t+  (cTEP)  son 
capaces  de  generar  las  poblaciones 
epiteliales medulares: Cld3,4hiSSEA1+ y 
PDPN+,  mientras  los  precursores 
Cld3,4hiSSEA1‐RANK+  provienen 
presumiblemente  de  la  población 








A  pesar  de  la  reconocida  importancia  de  esta  molécula  para  la  determinación  del 
primordio  tímico, nuestro conocimiento sobre el papel de Foxn1 en  la diferenciación 
epitelial tímica posterior y en el mantenimiento de las poblaciones epiteliales maduras 
tiene  importantes  lagunas.  Foxn1  podría  expresarse  diferencialmente  durante  la 
determinación del  linaje epitelial tímico de manera que en el timo fetal se expresase 
en  todas  las  TECs,  pero  después  del  nacimiento  no.  Otros  resultados,  sin  embargo, 
apoyan  un  papel  central  para  Foxn1  en  la  homeostasis  del  timo  adulto  (Corbeaux  y 
cols., 2010) y Blackburn y colaboradores (Blackburn y cols., 1996) demostraron que es 
Esquema  9.  Modelo  de  diferenciación 
seriada  asimétrica  de  los  linajes 
medulares  y  corticales  a  partir  de  un 
progenitor  bipotente  común.  Las 
células  Cld3,4+  del  endodermo  pierden 
en  gran  medida  la  expresión  de  estas 
moléculas en progenitores  intermedios, 
aunque  algunas  podrían  mantenerla 
para dar mTEP.  El  progenitor bipotente 
Cld3,4‐  (TEP)  tendría  capacidad,  por 
tanto,  para  generar  tanto  el  linaje 
cortical  como  el  medular,  regulando 
positivamente  la  expresión  de  Cld3,4  y 
diferenciando  a  epitelio  medular 
(mTEP),  o  la  expresión  de  DEC205  e 
iniciar  la  cortical  (m/cTEP). Además,  las 
células  DEC205+Cld3,4‐MTS10‐  (m/cTEP) 
que  ya  han  iniciado  la  diferenciación 
cortical,  pueden  dar,  según  la 
localización  topológica  en  el  epitelio  y 
con el concurso de timocitos, finalmente 
corteza  (cTEC),  (posición  no  apical)  o 
médula (posición apical). En este último 
caso,  las  células  apicales  regulan 
positivamente  el  marcador  MTS10,  y 
negativamente  el  DEC205,  para  en 
estadios  posteriores  y  en  presencia  de 
progenitores  linfoides,  adquirir  CD80  y 
AIRE  (mTEC).  Las  líneas  discontinuas 
indican posible  ruta de diferenciación  y 















niveles  de  expresión  de  Foxn1  regularían  diferentes  estadios  de  la  diferenciación 




Ratones  Foxn1nu/nu  (nude)  detienen  definitivamente  la  diferenciación  del  epitelio 
tímico en 12F, sin adquirir marcadores corticales tempranos como CD205 y β5t (Shakib 
y cols., 2009), e  impide  la colonización de precursores  linfoides  (Cordier y Heremans, 
1975). Foxn1∆/∆ son ratones transgénicos con un alelo Foxn1 hipomórfico al que le falta 
el  exón  3  y,  por  tanto,  la  región  amino  terminal  (Su  y  cols.,  2003).  El  fenotipo  sólo 
afecta al  timo, no a  la piel,  y  es menos  severo que el de  los  ratones nude:  contiene 
muchos  quistes,  no  se  puede  identificar  una  corteza  o  una  médula  y,  aunque  los 
progenitores  linfoides  colonizan  el  timo,  no  se  diferencian  a  timocitos.  Los  ratones 
Foxn1LacZ  tienen  insertado  el  gen  LacZ  en  el  extremo  3’  del  gen  Foxn1.  En  ellos,  la 
expresión  del  factor  de  transcripción  es  normal  después  del  nacimiento  y  entonces 
empieza a declinar por mecanismos desconocidos. Cuando la reducción alcanza el 50% 
se produce  atrofia  tímica  con una  reducción dosis  dependiente de  TECs  y  timocitos, 
siendo  la  población  de  mTECs  MHCIIhiUEA1hi  madura  la  más  sensible  (Chen  y  cols., 
2009).  La  deleción  ubicua  de  Foxn1  después  del  nacimiento  (ratones  Foxn1fx  (fx)) 
produce  atrofia  tímica  severa  en  5  días  que,  de  nuevo,  afecta  particularmente  a  las 
TECs  de  fenotipo  maduro  que  mueren  por  apoptosis  (Cheng  y  cols.,  2010)  en  un 
fenotipo  similar  al  observado  en  ratones  con  deleción  condicionada  de  Foxn1  en 









El  envejecimiento  tímico  está  relacionado  con  el  descenso  en  la  expresión de  Foxn1 
(Ortman y cols., 2002; Sun y cols., 2010) de manera que, su deleción postnatal produce 
involución  tímica  (Chen  y  cols.,  2009;  Cheng  y  cols.,  2010)  y  su  sobre‐expresión  la 
retrasa aunque no la impide (Sun y cols., 2010; Zook y cols., 2011). Además, ADNc de 
Foxn1 inyectado en el timo de ratones viejos aumenta su tamaño y celularidad (Sun y 
cols.,  2010).  Recientemente,  la  sobreexpresión  de  Foxn1  se  ha  mostrado  suficiente 
para  regenerar un  timo viejo  (Bredenkamp y  cols.,  2014).  Finalmente,  Foxn1 no  sólo 
participa  en  la  diferenciación  epitelial  tímica  si  no  que  también  promueve  su 
proliferación y, junto con IL22, la regeneración tímica; de facto la eliminación selectiva 
de  timocitos  DP  aumenta  la  expresión  de  Foxn1  e  IL22  y  dispara  la  regeneración 
epitelial (Pan y cols., 2014). 
La  pregunta  es,  por  tanto,  si  Foxn1  es  suficiente para  desencadenar  el  programa de 
diferenciación epitelial tanto en el timo fetal como en el adulto. Algunos datos avalan 
esta  posibilidad.  Células  aisladas  de  timos  nude  postnatales  revierten  el  fenotipo 
generando pequeños organoides capaces de diferenciar corteza y médula y permitir la 




implicadas  en  la  maduración  funcional  del  epitelio  tímico.  Como  decíamos,  ratones 
Foxn1‐/‐ fetales expresan IL7 (Zamisch y cols., 2005) y los postnatales, CCL25 y Dll4 (Itoi 
y  cols.,  2007).  Ucar  y  colaboradores  han  descrito  recientemente  progenitores 
bipotentes con características de células madre en timos adultos Foxn1‐/‐, capaces de 
formar  timoesferas  que  contienen  células  K8+  o  K14+,  lo  que  sugiere  que  Foxn1  no 
sería necesario ni para el mantenimiento de la población epitelial ni para la generación 
de  células  comprometidas  con  los  linajes  cortical  o  medular,  aunque  sí  para  la 





aisladas  de  cordón  umbilical  son  capaces  por  sí  solas,  mediante  las  citocinas  que 





de CXCL12 y CCL25  (Bleul  y Boehm, 2000; Koch y  cols.,  2008; Bajoghli  y  cols.,  2009), 
implicada en la colonización del primordio tímico por progenitores linfoides; de Dll4 y 
Dll1, ligandos de Notch, implicados en la diferenciación temprana de los timocitos; de 
la  subunidad β5t  del  timoproteosoma expresada  en  cTECs  (Ripen  y  cols.,  2011)  y  de 
otras  moléculas  funcionalmente  importantes  para  el  epitelio  tímico,  incluidas 
catepsina  L,  CD40  y moléculas  de MHCII  (Nowell  y  cols.,  2011).  Parece  difícil,  por  el 
contrario,  que  Foxn1  controle  directamente  la  expresión  de  AIRE  porque  los  timos 
nude contienen transcritos de AIRE (Dooley y cols., 2005) y datos recientes de nuestro 
grupo  indican que no es  capaz de  inducir  la expresión de  los marcadores medulares 
funcionales  CD80  o  AIRE  (Tobajas,  2015).  Foxn1  parece  también  responsable  de  la 
invasión  desde  la  cápsula  conectiva  de  las  células  endoteliales  y  del  mesénquima 
perivascular que formarán los primeros vasos tímicos (Mori y cols., 2010; Farley y cols., 
2013). 
En el  timo  fetal,  Foxn1  induciría expresión de p63 para promover  la proliferación de 
progenitores  comunes,  antes  de  su  compromiso  cortical  o  medular  (Senoo  y  cols., 
2007). En el timo adulto Foxn1, en colaboración con el factor de transcripción Trp63, 













con  la  aparición  de  los  timocitos  DN3  lo  que  algunos  interpretaron  como  que  las 




temprano  del  desarrollo  T,  las  cTECs  de  15F  no  progresan  más  allá  del  estadio 
inmaduro  CD205+CD40‐MHCII‐,  mientras  en  ratones  Rag1‐/‐,  donde  se  produce  un 
bloqueo  en  el  desarrollo  T  algo  después,  en  el  estadio  DN3,  las  células  alcanzan  el 
estadio CD205+CD40+MHCII+, sugiriendo que mientras la presencia sólo de células DN1 
no permite la maduración del epitelio tímico, las células DN3 sí lo hacen (Shakib y cols., 
2009).  En  apoyo  de  esta  hipótesis,  RTOCs  establecidos  con  células  tímicas  de  16.5F 
injertados  en  ratones  doblemente  deficientes  para  Rag2  y MHCII  organizan  un  timo 
normal (Rodewald y cols., 2001). Por su parte,  la aparición de las regiones medulares 
acontece  cuando  lo  hacen  los  timocitos  SP  correlacionando  de  nuevo  la  expansión 
medular con el aumento del porcentaje de SP (Gray y cols., 2006). No obstante, se han 
descrito  ratones  con  bloqueo  temprano  de  la  maduración  T  que  contienen  células 
K5+K8+  o  CD205+CD40+  (Klug  y  cols.,  2002;  Shakib  y  cols.,  2009)  capaces  de madurar 
incluso hasta mTEC AIRE+  a pesar de  la prolongada ausencia de  timocitos  (Roberts  y 
cols., 2009). Quizás, el papel jugado en el proceso de maduración de las mTECs por las 
células inductoras linfoides (LTi) y los timocitos Vγ5+ durante el desarrollo embrionario 




basal  formando  una  lámina  plana  de  células  orientadas.  En  el  timo  esta  disposición 
sólo se mantiene en los estadios más tempranos; en el caso del ratón, con la llegada de 
los  progenitores  linfoides  alrededor  del  día  11  comienza  a  organizarse  una  red 












linfoides  tempranos.  En  el  mismo  sentido,  timos  SCID  (severe  combined 
immunodeficiency),  que  presentan  corteza  pero  no  médula,  porque  sólo  contienen 




Así,  lóbulos  tímicos  fetales  cultivados  a  alta  presión  de  O2  se  organizaban 
tridimensionalmente,   mientras que a baja presión  se bloqueaba el desarrollo de  los 
timocitos, aparecían quistes y el epitelio se organizaba en 2D (van Ewijk y cols., 2000). 
También  lóbulos  tímicos  tratados  con  2’‐dGuo  perdían  la  organización  3D  y  no  la 
recuperaban  hasta  que  no  recibían  progenitores  linfoides.  FTOCs  y  RTOCs,  que 
mantienen una estructura tridimensional, son capaces de permitir la diferenciación T, 
pero ni monocapas de TECs aisladas ni líneas celulares lo son (Montecino‐Rodriguez y 
cols.,  1996).  En  relación  con  estos  resultados  la  expresión  de  ligandos  de  Notch, 
conocidos  por  ser  capitales  para  el  compromiso  de  los  progenitores  linfoides  con  el 
linaje T, explican estos resultados. En monocapas de TECs  la expresión de Dll1 y Dll4 
desaparece mientras los dos transcritos se mantienen en FTOCs y RTOCs; Jagged 1 se 
mantiene  igual  en  los  cultivos  y  Jagged  2  se  regula  negativamente  también  en 
monocapas.  Por  el  contrario, monocapas  transfectadas  con  Dll1  o  Dll4  recuperan  la 
capacidad para  diferenciar  linfocitos  T.  Parece,  por  tanto,  que hay  cierta  correlación 
entre el establecimiento de una estructura 3D y el mantenimiento de la expresión de 
Dll,  ambas  condiciones  necesarias  para  la  maduración  T  (Mohtashami  y  Zuniga‐








colaboradores  desarrollaron  un método  automatizado  para  la  reconstrucción  3D  de 
órganos a partir de secciones inmunomarcadas (Irla y cols., 2013). Con este método se 
ha descrito la médula tímica como una gran estructura central rodeada de decenas de 
islotes  medulares  aislados  o  ligeramente  conectados  que  muestran  una  topología 
fractal que aumenta el volumen medular en varios grados de magnitud, y con ello, la 
superficie  del  borde  córtico‐medular  con  mTECs  AIRE+,  confirmando  estudios 




él,  en  las  que  participa  entre  otras  moléculas,  LTα,  cuya  expresión  aumenta  tras 
estimulación del par CD80‐CD86 (Irla y cols., 2013). 
El  papel  de  Foxn1  en  la  organización  tridimensional  del  epitelio  tímico  y  en  el 
desarrollo de quistes,  también es motivo de  controversia.  La  aparición de quistes  se 
asocia a  la falta de  interacciones timocitos‐TECs, que colapsa el epitelio y bloquea su 
tridimensionalización  (Soza‐Ried  y  cols.,  2008),  pero  mientras  unos  consideran  que 
este  proceso  es  independiente  de  Foxn1  otros  insisten  en  que  no  hay 
tridimensionalización  sin  Foxn1  (Pignata  y  cols.,  1996;  Guo  y  cols.,  2011;  Vigliano  y 
cols., 2011). También Xia y colaboradores (Xia y cols., 2012) demostraron que la caída 
de  Foxn1  aceleraba  el  envejecimiento  tímico  y  cursaba  con  aumento  de  quistes 
bidimensionales,  descenso  de  la  expresión  de  AIRE  y  TRAs,  y  alteraciones  en  la 
selección negativa que producían un síndrome autoinmune generalizado. El co‐cultivo 
de  células  epidérmicas,  donde  también  se  expresa  Foxn1,  y  progenitores 
hematopoyéticos  configuran  un  microambiente  tridimensional  que  expresa  Foxn1  y 
reproduce un timo que puede formar células T funcionales (Clark y cols., 2005).  
Por otra parte, los quistes pueden representar una vía de diferenciación minoritaria del 
epitelio  tímico  dentro  del  compartimento medular  que  aparecen  después  de  que  la 






distribución  de  los mismos  en  el  timo  postnatal  (Khosla  y Ovalle,  1986;  Farr  y  cols., 
2002),  apuntan  la posibilidad de que algunos quistes  sean  remanentes del  conducto 
timofaríngeo  (Dooley  y  cols.,  2009;  Munoz  y  cols.,  2015),  que  establece  el  esbozo 
tímico temprano con el endodermo faríngeo del que deriva (Manley, 2000). 
3.2.2. La maduración funcional del epitelio tímico 
Admitida  la  relevancia  de  las  interacciones  epitelio‐timocitos  para  la  maduración 
funcional  de  ambos  componentes  tímicos,  los  mecanismos  y  el  alcance  de  estas 
interacciones están lejos de estar claros. 
En  el  caso  del  epitelio  cortical  los  datos  son  escasos  salvo  por  la  relevancia  de  las 
interacciones  péptido‐MHC‐TcR  para  la  selección  positiva,  el  papel  de  IL7,  Dll4  y  la 
selección TcRβ en la proliferación y diferenciación de los timocitos y la participación de 
quimiocinas y moléculas de  la matriz extracelular en el desplazamiento y  localización 
de  las  distintas  subpoblaciones  de  timocitos  en  los  nichos  corticales  correctos;  pero 
poco  sabemos  de  las  moléculas  necesarias  para  la  maduración  del  epitelio  cortical. 
Defectos  en  Jagged  2,  ligando de Notch  como Dll1  y Dll2,  cursan  con  cambios  en  la 
morfología del timo y bloqueo de la diferenciación de timocitos γδ (Jiang y cols., 1998) 
pero  su  sobreexpresión,  que  hiperactiva Notch,  produce  apoptosis  de  TECs  y  atrofia 
tímica (Beverly y cols., 2006). 
En la maduración del epitelio medular, aunque muchas moléculas implicadas están por 
identificar,  juegan  un  papel  primordial  algunos  miembros  de  la  superfamilia  de 
receptores del TNF (tumor necrosis factor), como RANK, CD40, LTβR, que se expresan 
en mTECs, y sus correspondientes vías de señalización. 
En  general,  alteraciones  en  la  señalización  RANK‐RANKL  bloquean  el  desarrollo  de 













(Klein  y  cols.,  2014;  Shah  y  Zuniga‐Pflucker,  2014)  (Esquema  10B).  Sin  embargo,  se 
pueden  generar  células  mTEC  AIRE+  en  ausencia  de  timocitos  puesto  que  ratones 
deficientes  en  las moléculas MHCI  y MHCII  (White  y  cols.,  2008)  o  deficientes  en  la 
cadena  TcRα  (Hikosaka  y  cols.,  2008),  donde  no  hay  selección  positiva  de  timocitos, 
contienen células mTEC AIRE+. Es posible, por tanto, que en el timo adulto haya otras 
fuentes de RANKL que afecten el desarrollo de las mTECs (Anderson y cols., 2009).  
La  ruptura  postnatal  de  dicha  señalización  cursa  con  caída  del  número  de  mTECs 
maduras  UEA1+CD80hiMHCIIhi  y  autoinmunidad  (Akiyama  y  cols.,  2008;  Hikosaka  y 
cols.,  2008),  y  el  trasplante de  timos o  esplenocitos RANKL‐/‐  en  ratones  deficientes 





hiperplasia  tímica  y  aumento  de  mTECs  maduras  (Hikosaka  y  cols.,  2008).  Más 





















se  producen  alteraciones  medulares  como  desorganización  histológica,  caída  del 
número  de mTECs  totales,  bloqueo  de  la  maduración  T  y  autoinmunidad  (Boehm  y 
cols., 2003; Venanzi y cols., 2007). Puesto que el  fenotipo observado en ausencia del 
receptor  es más  severo que aquel  que  se produce  cuando no hay  ligandos,  hay que 
pensar que otros  ligandos no  identificados podrían participar  también en el  proceso 
(Boehm y cols., 2003). Además, el papel jugado en la expresión de AIRE y TRAs no está 
claro.  Algunos  autores  (Chin  y  cols.,  2003),  pero  no  otros  (Martins  y  cols.,  2008), 
apuntan que  la señalización LTβR es necesaria para  la expresión de TRAs tanto AIRE‐
dependientes  como  AIRE‐independientes.  Otros  sólo  la  asocian  con  la  expresión  de 
TRAs AIRE‐independientes (Chin y cols., 2006; Seach y cols., 2008) sugiriendo que esta 
señalización y AIRE no guardan relación (Venanzi y cols., 2007). Por otro lado, ratones 




vía  CCL19/21—CCR7,  LTβR—LTα1β2,  y  CD80/86—CD28  (rojo)  que  controla  el  patrón  de  desarrollo  medular, 





pero médulas  pequeñas  (Martins  y  cols.,  2008;  Seach  y  cols.,  2008).  De  nuevo,  dos 
moléculas de la familia TNFR podrían cooperar en la regulación del desarrollo medular. 
La  señalización  LTβR  podría  up‐regular  la  expresión  de  RANK  promoviendo  su 
activación y  la diferenciación de mTECs explicando porque los dobles KO para LTβR y 
RANKL  son  más  severos  que  los  simples  (Mouri  y  cols.,  2011).  Además,  aunque  el 
desarrollo  inicial  de  mTEC  AIRE‐  requiere  RANK,  su  maduración  terminal  a  mTEC 
involucrina+  parece  requerir  señalización  LTα‐LTβR  proporcionada  por  timocitos 
maduros (White y cols., 2010).  
Estudios sobre moléculas  implicadas en la vía de señalización canónica y no canónica 
de  los  TNFR  confirman  la  relevancia  de  esta  familia  molecular  en  la  maduración 
funcional  del  epitelio  medular  tímico  (Zhu  y  Fu,  2010).  RANK  y  CD40  inician  la  vía 
canónica de NFκB a través de TRAF6 (TNFR associated factor 6) y los ratones TRAF6‐/‐ 




2006;  Lomada  y  cols.,  2007).  Igualmente,  ratones NFκB2‐/‐ muestran  un  importante 
descenso de mTEC maduras (CD80hi), baja expresión de AIRE y autoinmunidad (Zhang y 






incrementa  la  celularidad  medular,  mientras  su  deleción  condicionada  la  reduce  y 
produce alteraciones en la formación del compartimento medular. Aparentemente, la 
sobrexpresión  de  Stat3  obvia  las  señales  mediadas  por  los  timocitos  seleccionados 
positivamente para  la  formación del compartimento medular  (Lomada y cols., 2016). 
Otros  autores,  por  el  contrario,  han  descrito  un  ratón  con  Stat3  delecionado 
específicamente en  células K5+ que muestran un  timo hipoplásico,  con  reducción de 






en  mTECs  pero  no  en  cTECs  (Danzl  y  cols.,  2010)  y  parece  estar  implicada  en  la 
diferenciación  del  epitelio  medular  porque  su  ausencia  cursa  con  autoinmunidad, 
desorganización medular y redución de mTECs maduras UEA1+MHCIIhiAIRE+, así como 
en  la  expresión de  TRAs dependientes  e  independientes  de AIRE  (Alexandropoulos  y 
Danzl, 2012). La vía del receptor FGF podría estar implicada (su relación con Sin ya ha 
sido mencionada)  en  estos  fenotipos,  porque  en  ratones  Sin‐/‐  la  inyección  de  KGF 
(keratinocyte growth factor) o FGF7 no aumenta la proliferación de las TECs, aunque el 
desarrollo  del  epitelio medular  no  se  bloquea  por  completo.  La  vía  de  RANK  podría 
también estar  implicada porque  la  inyección de RANKL, como la de FGF7, en ratones 
Rag‐/‐ aumenta la expresión de Sin. Además, Sin activa mediadores downstream de las 
vías FGFR2IIIb y RANK por lo que su ausencia podría alterar los papeles que dichas vías 
tienen en  la proliferación y maduración del epitelio  tímico  (Alexandropoulos y Danzl, 
2012). 
4.  MECANISMOS  DE  ORGANOGÉNESIS/HISTOGÉNESIS  Y  SU  RELACIÓN 
CON LA DIFERENCIACIÓN DEL EPITELIO TÍMICO 
Pocos  trabajos  se  han  ocupado  del  desarrollo  tímico  desde  la  perspectiva  de  los 
mecanismos que determinan su organogénesis y, en general,  los que lo han hecho se 
han centrado en el origen de la médula. Rodewald y colaboradores (Rodewald y cols., 
2001)  utilizaron  ratones quiméricos para moléculas del MHC para demostrar que  las 
primeras células que expresaban marcadores medulares aparecían como grupos (islas) 
independientes,  surgidas  a  partir  de  una  célula  única.  Según  estos  autores, 
posteriormente  estas  islas  se  reúnen  en  una médula  única  como  la  del  timo  adulto 
(Anderson  y  cols.,  2000;  Rodewald  y  cols.,  2001)  (Esquema  11).  Se  ha  apuntado 




timos  con  un  número  de  TECs  proporcional  al  número  inicial  de  precursores  WT 




correspondía  al  número  inicial  de  progenitores  del  primordio  tímico  temprano 
(Rodewald,  2008).  Como  antes  indicábamos,  Hamazaki  y  colaboradores  (Hamazaki  y 
cols.,  2007)  indicaron  que  las  mTEC  AIRE+  eran  Cld3,4+  y  se  generaban  a  partir  de 
células Cld3,4+AIRE‐ y éstas de Cld3,4‐. Las células Cld3,4+ aparecen en la luz del epitelio 
polarizado de 10.5F,  después  asociadas  a MTS10  y  luego a UEA1 a 13.5F.  Cuando el 
primordio se reorganiza, las células Cld3,4‐ con capacidad de dar cTECs y mTECs, darán 
células  Cld3,4+  comprometidas  con  el  linaje  medular  (Hamazaki  y  cols.,  2007; 
Hollander, 2007). A 13.5F el compromiso córtico/medular ya está establecido y con la 






el  primordio  tímico  es  un  epitelio  biestratificado  que  expresa  apicalmente  Cld3,4  y 
proteínas  ZO  (Zonula Occludens),  demostrando  la  polarización  del  epitelio  tímico  en 
torno al  lumen central ya apuntada por Hamazaki y colaboradores (Hamazaki y cols., 
2007). Un día después, el primordio expresa homogéneamente MTS20/24 y K8 y hacia 
el  final de ese estadio aparece  la expresión de K5, especialmente en  la parte central. 
En  este  estadio,  el  lumen  central  limitado  por  células  K5+Cld3,4+  muestra  una 
incipiente  ramificación, cuyo crecimiento dará  lugar a  lobulillos. A 13.5F, el grado de 
ramificación aumenta y las células Cld3,4+ forman cordones que definen microlúmenes 
y  alineamientos  superficiales.  Se  trata,  por  tanto,  de  un  proceso  de  morfogénesis 
Esquema  11.  Esquema  representativo  de    la 
formación de la médula tímica. La médula tímica se 
podría formar por migración de pequeñas “islas” de 






ramificada  similar  al  de  otros  órganos  epiteliales  particularmente  al  del  primordio 
pancreático (Patel y cols., 2011). 
A  nivel  celular  entre  12.5F  y  13.5F,  MTS10  se  regula  positivamente  en  las  células 
Cld3,4+ siguiendo una secuencia continua y progresiva tronco‐rama. Por tanto, si estas 
células  son  las  progenitoras  del  epitelio medular,  la médula  tímica  debe  diferenciar 
como una estructura continua y ramificada a partir de células del lumen o que forman 
lumen  de  novo  durante  el  desarrollo  de  la  masa  epitelial  tímica.  Nuestro  modelo 
propone, por tanto, que las células en el centro de la masa epitelial polarizan y alinean 
en  cordones  epiteliales,  adquieren  polaridad  apical‐basal  y  forman  uniones  que 




Así,  a  partir  de  14F  ni  las  células  medulares  desarrollan  lumen  ni  la  masa  epitelial 
continua  formando  túbulos  y  estructuras  distales,  si  no  que  permanece  con  una 
organización  concéntrica  central  sin  evidencia  de  lumen,  rodeada  de  una  corteza 
(Esquema 12). 
Este  modelo  ha  sido  confirmado  recientemente  (Tobajas,  2015)  analizando 
comparativamente la morfología del timo de animales en los que falta algunos de los 
principales elementos  reguladores de  la diferenciación epitelial,  Foxn1 y/o  timocitos. 
Estos resultados demuestran que  la expresión de Foxn1  impide  la polarización de  las 
células  de  la  masa  epitelial  y  bloquea  la  formación  de  lumen  lo  que  produce  una 
menor diferenciación apical que impide la regulación positiva de Cld3,4 pero no la de 
MTS10 o K5. La presencia de timocitos revierte parcialmente este efecto inhibidor de 
Foxn1  sobre  la  tubulogénesis,  permitiendo  la  continuidad  del  epitelio  medular.  La 
diferenciación  corteza/médula  sucede,  como  antes  indicábamos,  de  acuerdo  a  un 
modelo  de  diferenciación  asimétrica: muchas mTECs  provienen  de  TECs  CD205+  que 
regulan positivamente la expresión de MTS10 y negativamente la de CD205, mientras 
sufren  diferenciación  apical.  Las  células  linfoides  inducen,  además,  diferenciación 






5.  EPH  Y  EPHRINA:  NUEVOS  REGULADORES  DE  LA  ESTRUCTURA  Y 
FUNCIÓN TÍMICA 
5.1. La familia de las Eph y las ephrinas 
Ephs  (Erythropoietin‐producing  hepatocyte  kinases)  constituyen  la  mayor  familia  de 
receptores  tirosinaquinasa  (PTK)  celulares.  Sus  ligandos,  ephrinas  (Eph  receptor 
interaction  proteins)  son  también  proteínas  asociadas  a  la membrana  plasmática.  La 
señalización  mediada  por  ambas  familias  de  moléculas  proporciona  información 
posicional  a  las  células  y  regula  contactos  célula  a  célula,  célula‐matriz  extracelular, 
migración  celular,  supervivencia  y  diferenciación  celular  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2015), 
contribuyendo a numerosos procesos morfogenéticos así como a la homeostasis de los 
tejidos adultos. 
Esquema  12.  Organogénesis  tímica  de 
acuerdo  a  un  patrón  de  morfogénesis 
ramificada.  El  esbozo  tímico  surge  como 
una  evaginación  del  tercer  arco  faríngeo 
(9.5F)  que  sufre  inicialmente  un  proceso 
de  estratificación,  ramificación  y 
crecimiento  longitudinal.  A  11.5F,  el 
primordio  tímico  comienza  a  expresar 
marcadores  de  epitelio  medular  en  el 
borde  luminal  (verde), mientras  continúa 
estratificando,  ramificando  y  creciendo 
longitudinalmente.  Con  la  llegada  de  los 
primeros  progenitores  linfoides  (11.5F‐
12.5F),  la  capa  apical  mantiene  los 
marcadores  medulares  mientras  la  más 
externa  los pierde  y  comienza a expresar 
marcadores  corticales  (rojo).  El 
compromiso  medular  queda 
definitivamente  determinado  a  partir  de 
13.5F,  quedando  en  los  extremos  de  las 
ramificaciones  presumiblemente 
progenitores  bipotentes  (amarillo).  A 
partir  de  entonces,  la  zona  apical  queda 
como médula pero ya no desarrolla lumen 
ni túbulos o estructuras distales quedando 
como  una  estructura  3D  concéntrica 
central  rodeada  por  una  corteza 
consecuencia  de  la  expansión  de  la  zona 





Eph  y  ephrinas  se  subdividen  en  dos  grandes  familias  cada  una,  sobre  la  base  de  la 
homología de sus secuencias génicas y su afinidad por Ephs o ephrinas (Esquema 13). 
Las EphA (10 miembros) interaccionan preferente, aunque no exclusivamente, con los 
6  miembros  de  la  subfamilia  A  de  ephrinas,  que  son  moléculas  “ancladas”  a  la 
membrana plasmática a través de residuos de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Esquema 












con  motivos  EGF‐like  y  dos  dominios  repetidos  Fibronectin‐like  tipo  III.  En  el  lado 
citosólico,  hay  una  región  yuxtamembrana  con  dos  Tyr  conservadas,  un  dominio 
quinasa, un motivo α estéril (SAM) y un motivo de unión a PDZ en el carboxilo terminal 
(Kullander y Klein, 2002) (Esquema 13). 
El  sistema  es  particularmente  ubicuo  no  sólo  por  el  alto  número  de miembros  que 
incluye  y  porque  un  solo  receptor  puede  unir  varios  ligandos,  aunque  con  distinta 
afinidad,  y  viceversa  (Pasquale,  2008),  si  no  porque  las  interacciones  Eph/ephrinas 
trasmiten señales bidireccionales, forward en la célula que expresa la Eph y reverse en 
la  que  expresa  la  ephrina  (Knoll  y  Drescher,  2002),  lo  que  resulta  en  distintas 
respuestas  celulares  dependiendo  de  la  dirección  de  la  señalización  y  permite 
múltiples  combinaciones  de  señales  dado  que  Eph  y  ephrinas  pueden  expresarse 





La  señalización  Eph/ephrinas  es  dependiente  de  la  oligomerización  de  receptores  y 
ligandos  (Himanen  y  Nikolov,  2003;  Nikolov  y  cols.,  2005)  y  también  puede  ser 
modulada por la agregación de los receptores lo que puede generar incluso respuestas 
opuestas  (Stein  y  cols.,  1998).  Los  sitios  de  alta  afinidad  (de  orden  nM)  en  estas 
moléculas forman heterodímeros tras el contacto inicial ligando‐receptor, mientras los 
de  baja  (de  orden  μM)  favorecen  la  formación  de  tetrámeros  a  partir  de 






ephrinas.  Las  Eph  son  receptores  tirosina 
quinasa  que  muestran  un  dominio 
extracelular  correspondiente  a  la  región 
amino terminal que contiene el sitio de unión 
al  ligando.  En  este  dominio,  hay  una  región 
rica  en  cisteínas  similar  a  la  existente  en  el 
factor  de  crecimiento  epidérmico  (EGF), 
motivo  EGF‐like,  y  dos  dominios  repetidos 
Fibronectin‐like  tipo  III,  implicados  en  la 
dimerización  del  receptor.  A  continuación, 
hay  un  corto  dominio  transmembrana  y, 
finalmente,  un  dominio  citosólico, 
caracterizado por  la presencia de una región 
yuxtamembrana con dos residuos de tirosina 
conservadas,  un  dominio  quinasa,  un 
dominio SAM y un dominio de unión PDZ en 
el extremo carboxilo terminal. Las ephrinas‐A 
son  moléculas  “ancladas”  a  la  membrana 
plasmática  a  través  de  residuos  de 
glicosilfosfatidilinositol  (GPI),  mientras  que 
las  ephrinas‐B  muestran  un  dominio 
transmembrana, y una corta región citosólica 
que incluye residuos de tirosina y un dominio 
de  unión  PDZ  en  el  extremo  carboxilo. 
Además,  tanto  receptores  como  ligandos 
presentan  diferentes  zonas  de  alta  o  baja 
afinidad  esencial  para  la  transmisión  de  las 









está  implicada  fundamentalmente  en  procesos  de  adhesión  y  re‐organización  del 
citoesqueleto a través de la regulación de la expresión de integrinas. Los efectos sobre 
la  adhesión  celular  están  mediados  por  tres  vías:  1)  la  expresión  de  integrinas  vía 
reclutamiento de LMW‐PTP (low molecular weight‐ protein‐tyrosine phosphatase) a su 
dominio  SAM;  2)  la  fosforilación de  las  Tyr  del  dominio  yuxtamembrana  a  través  de 
IP3‐K; y 3) la disminución de la expresión de las integrinas a través de las rutas R‐Ras o 
FAK  (focal  adhesion  kinase),  activadas  tras  fosforilación  del  dominio  quinasa.  Los 
Esquema 14. Interacción entre Eph y ephrina. La interacción Eph‐ephrina requiere contacto célula‐célula debido a 
que ambas moléculas están ancladas a la membrana celular. Una vez producida esta interacción (A), la activación 
de  la señalización Eph‐ephrina conlleva una dimerización  (B) y posterior  tetramerización  (C). El primer contacto 
entre  receptor  y  ligando  implica  la  formación de  complejos  diméricos  (B)  a  partir  de  los monoméricos  (A).  Los 
dímeros  se  forman a  través de  los  dominios  EGF‐like,  lo  que provoca  la  fosforilación  (círculos  amarillos)  de  los 
residuos de tirosina en el domino yuxtamembrana, y la preparación para la activación del receptor y del ligando, 
debido a un cambio conformacional. A continuación, y gracias a las zonas de baja afinidad, se facilita la formación 





efectos  sobre  el  citoesqueleto  operan  por  dos  vías  distintas:  una  dependiente  de  la 
activación de la tirosina quinasa con el concurso de la GTPasa Rho, que activa RhoA e 
inhibe Cdc42 y Rac1; y otra,  independiente de  la  tirosinaquinasa, vía  fosforilación de 
las  Tyr  del  dominio  de  yuxtamembrana,  que,  a  su  vez,  unen  proteínas  adaptadoras 
(Abl, Arg) o Ras‐GAP que inhibe la vía ERK/MAPK (Esquema 15). 
 
La  activación  de  las  ephrinas‐A  a  través  del  dominio  GPI  y  su  interacción  en  raft 
lipídicas con otras moléculas potencia la adhesión dependiente de integrinas a través 





La  cascada  de  señalización  de  las  ephrinas‐B  empieza  con  la  fosforilación  de  las  Tyr 
citoplásmicas,  lo que, de nuevo, puede realizarse de varias maneras: 1) dependiendo 
de  la unión a  la Eph,  lo que conlleva el reclutamiento de SFK (Src family kinase), que 
fosforila  las Tyr de  la ephrina y  recluta Grb4, un adaptador con un dominio SH3 que 











con  el  receptor, mediado  a  través  del  dominio  de  unión  a  PDZ  de  las  ephrinas,  que 





Los  trabajos  acerca  del  posible  papel  de  Eph  y  ephrinas  en  el  sistema  inmune  son 




Vis  y  cols.,  2003; Aasheim y  cols.,  2005;  Zamora  y  cols.,  2006; Hjorthaug  y Aasheim, 
2007; Sharfe y cols., 2008). Puesto que el objetivo de este trabajo es profundizar en el 












que  ha  sido  estudiada  con  algo  de  profundidad,  obedece  a  distintos  motivos; 
alteraciones  en  la  diferenciación  T  que  rara  vez  se  ha  podido  correlacionar  con 
deficiencias o alteraciones  inmunológicas; y, modificaciones del componente epitelial 
tímico  que  afectan  a  veces,  o  son  parcialmente  responsables,  de  los  cambios  en  la 
diferenciación  T.  Nos  centraremos,  por  tanto,  en  estos  aspectos  del  papel  de  Eph  y 
ephrinas en la biología del timo. 
Además, todos estos cambios parecen tener tres características  importantes que nos 
ayudarán  a  explicar  los  resultados  de  nuestro  trabajo:  aparecen  pronto  en  la 




Ephs  y  ephrinas  están  ampliamente  representadas  en  el  timo  (Tabla  A),  aunque  los 
resultados  son  contradictorios  respecto  a  su  distribución  en  los  distintos  territorios 
tímicos  y  su  expresión  en  diferentes  tipos  celulares  linfoides  y  no  linfoides,  lo  que, 
presumiblemente  refleja  los  distintos  métodos  utilizados  en  su  detección  y/o 
diferencias especie específicas. 
Dentro  de  la  subfamilia  A,  EphA1,  EphA2,  EphA4  y  EphA7  son  expresadas  tanto  en 
timocitos  como  en  TECs,  mientras  que  EphA3  sólo  se  ha  descrito  en  los  primeros 
(Munoz  y  cols.,  2002;  Sharfe  y  cols.,  2002;  Vergara‐Silva  y  cols.,  2002).  En  ratón,  la 
expresión de ephrinas se ha circunscrito exclusivamente a  los timocitos, pero en rata 
ephrina‐A1,  ephrina‐A2  y  ephrina‐A5  se  expresan  en  TECs  (Munoz  y  cols.,  2002). 
Respecto  de  su  distribución  en  el  órgano,  los  estudios  inmunohistoquímicos 







la  corteza  y  en  la  zona  subcapsular  (Vergara‐Silva  y  cols.,  2002).  En  el  caso  de  la 
subfamilia  B,  todas  las  EphB  se  expresan  en  timo  y  lo  hacen  por  todo  el  órgano 
(Shimoyama  y  cols.,  2000;  Yu  y  cols.,  2006;  Alfaro  y  cols.,  2008),  pero  otros  autores 
restringen la expresión de ephrina‐B1 a  la región subcapsular (Coles y cols., 2004). La 
expresión  de  ephrinas‐B1  y  ‐B2  se  ha  descrito  en  corteza  co‐localizando  con  EphB6, 
que predomina en timocitos DP (Shimoyama y cols., 2000; Luo y cols., 2001). En timo 
humano  también  se  expresan  ephrina‐B2  y  EphB6,  aunque más  débilmente  que  en 
ratón  (Munthe  y  cols.,  2000).  Estudios  inmunohistoquímicos  y  utilizando  RT‐PCR 
demuestran  que  las  dos  Eph,  EphB2  y  EphB3,  objeto  de  este  trabajo  y  sus  ligandos, 
ephrinas‐B1 y  ‐B2 se expresan  tanto en  timocitos como en TECs  (Shimoyama y cols., 
2000;  Alfaro  y  cols.,  2008). Otros  datos  indican  que  ephrina‐B1  y  ‐B2  se  expresaban 
especialmente  en  el  epitelio  cortical,  junto  con  EphB4  y  EphB6,  mientras  EphB2  y 
EphB3 lo hacían en la médula (Cejalvo, 2011). Aparentemente, estas cuatro moléculas 
se  expresan  en  todas  las  subpoblaciones  de  timocitos,  aparte  de  en  las  TECs,  tanto 
fetales  como  adultas  (Alfaro  y  cols.,  2008).  Otros  autores  han  confirmado  estos 
resultados con ligeras diferencias utilizando citometría de flujo, aunque los resultados 
son  muy  escasos.  Por  otro  lado,  Coles  y  colaboradores  (Coles  y  cols.,  2004) 
describieron  que  el  65%  de  DNs  expresan  EphB2,  y  Shimoyama  y  colaboradores 
(Shimoyama  y  cols.,  2002)  describieron  que  la  proteína  de  fusión  ephrina‐B1Fc 





desarrollo:  ephrina‐B2  positivamente  y  ephrina‐B3  negativamente;  no  había 











Eph  y  ephrinas  han  sido  implicadas  en  la  celularidad  y  el  tamaño  de  numerosos 
órganos en  relación con alteraciones en  los niveles de muerte y proliferación celular 
(Yue y cols., 1999; Gao y cols., 2000; Depaepe y cols., 2005). En el timo la ausencia de 
distintas  Eph  o  ephrinas  resulta  en  una  severa  hipocelularidad  que  afecta  tanto  a 
timocitos (Munoz y cols., 2006; Alfaro y cols., 2008; Cejalvo y cols., 2013) como a TECs 
(Garcia‐Ceca  y  cols.,  2013).  Otros  autores  han  descrito,  sin  embargo,  un  número 
normal de células en los timos de ratones deficientes en EphB2 (Coles y cols., 2004) y 
en  EphB6  (Shimoyama  y  cols.,  2002;  Luo  y  cols.,  2004).  Estos  últimos  autores,  sin 















EphB1 Timocitos ‐Quimiotaxis de timocitos ‐Sharfe y cols., 2002













EphB4 TECs ND ‐Cejalvo 2011, Tesis doctoral‐Jin y cols., 2014









Ephrina‐A2, ‐A4, ‐A5 Timocitos y TECs ‐Quimiotaxis de los timocitos ‐Sharfe y cols., 2002 ‐Muñoz y cols., 2002

















cols.,  2012)  o  ephrina‐B1  (Jin  y  cols.,  2011)  eran  eliminadas  en  células  T.  Por  el 
contrario, la doble deleción de ephrina‐B1/‐B2 en timocitos afectaba tanto su número 
y  funcionalidad  como  la  estructura  de  la  médula  tímica  (Luo  y  cols.,  2011).  En  la 
mayoría de los estudios los autores justifican sus resultados en la creencia de que otras 





se  ha  asociado  con  su  papel  en  el  control  de  supervivencia/muerte  y  proliferación 
celular,  pero  en  el  caso  del  timo  hay  que  considerar  además  que  este  órgano  no 
contiene células madre con capacidad de auto‐renovación (Zhang y Bhandoola, 2014) 








apoptosis.  También  timos  con  ephrinas‐B1  y/o  ‐B2  delecionadas  específicamente  en 
TECs  o  timocitos  mostraban  un  aumento  de  la  proporción  de  DNs  apoptóticos  y,  a 





de  células,  particularmente  timocitos  DP  que  exhibían  un  aumento  de  apoptosis 
(Munoz y cols., 2002). En el mismo sentido, la estimulación de las EphA y el crosslinking 






presencia de dosis  subóptimas de  anticuerpos anti‐CD3. No había  indicación en este 
trabajo de la naturaleza activante o inhibidora de esos anticuerpos, en cualquier caso, 
es  difícil  comparar  resultados  entre  sí  porque  los  tipos  celulares  analizados  y,  sobre 
todo, los modelos experimentales son muy distintos. 
Más  difícil  es  establecer  correlaciones  entre  los  bajos  niveles  de  celularidad 
observados en animales deficientes en Eph/ephrinas y los de proliferación linfoide. En 
timos  EphA4‐/‐  la  hipocelularidad  linfoide  correlaciona  con  niveles  de  proliferación 
reducidos en todas  las subpoblaciones de células T  (Munoz y cols., 2006) y  lo mismo 
pasaba  en  timos  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3,  aunque  aquí  la  reducción  sólo 
afectaba a las células DN (Alfaro y cols., 2008). En otros casos, la interrupción  in vitro 
de  la  señalización entre Eph y ephrinas‐A, mediante proteínas de  fusión solubles, no 




Los  datos  acerca  de  la  celularidad  epitelial  tímica  son  mucho más  escasos;  algunos 









no  es  conocido  y,  de  hecho,  la  ausencia  de  moléculas  (TGFβ,  Wnt)  que  afectan  el 
microambiente  epitelial  tímico  produciendo  fenotipos  muy  parecidos  a  los  de  los 
ratones  EphB2  y/o  EphB3  KO  no  afecta  la  viabilidad  epitelial  (Osada  y  cols.,  2006; 
Hauri‐Hohl  y  cols.,  2008;  Zuklys  y  cols.,  2009).  En  este  trabajo  sobre  EphB  y muerte 
epitelial se puso de manifiesto otro aspecto relevante para los objetivos de esta Tesis 
(ver  luego). RTOCs establecidos sólo con TECs deficientes en EphB pero sin  timocitos 




establecidos  con  TECs  y  timocitos,  sugiriendo  la  relevancia  de  las  interacciones 
timocito‐TEC  mediadas  por  EphB  en  la  supervivencia  epitelial  (Garcia‐Ceca  y  cols., 
2013). 
En cuanto a la proliferación del estroma tímico, tanto en timos embrionarios como en 
adultos  deficientes  en  EphB,  las  proporciones  de  células  en  división  dentro  de  la 
fracción CD45‐  se  reducía  significativamente  (Garcia‐Ceca y cols., 2009a). Aunque  los 
mecanismos  implicados  son desconocidos  se  ha descrito  que  factores  conocidos  por 
afectar la expansión epitelial (IGF‐1, IGF‐2, FGF7, FGF10) (Jenkinson y cols., 2003; 2007) 
son modulados por la actividad Eph/ephrinas (Yokote y cols., 2005). 
Como  señalábamos,  las  alteraciones  en  la migración  de  progenitores  al  timo  fetal  o 
adulto  podrían  afectar  también  su  celularidad.  Ensayos  in  vitro  utilizando  FTOCs 
colonizados  por  células  Lin‐  aisladas  de  médula  ósea  mostraban  una  significativa 
reducción de la celularidad en los lóbulos WT colonizados por progenitores deficientes 
en EphB2 o EphB3, pero no en aquellos que expresan una EphB2 truncada, EphB2LacZ, 
incapaces  de  trasmitir  señales  forward  pero  no  reverse  (Stimamiglio  y  cols.,  2010; 
Mendes‐da‐Cruz  y  cols.,  2012).  Más  importante,  todos  los  progenitores,  tanto 
mutantes  como  WT,  mostraban  menor  capacidad  de  colonización  de  los  lóbulos 
deficientes  en  EphB,  lo  que  ponía  de  manifiesto  la  importancia  del  microambiente 
tímico para la colonización de los progenitores. Estos resultados han sido confirmados 
recientemente  en  ensayos  in  vivo  donde  se  observó  una  menor  proporción  de 
progenitores  tímicos  tempranos  en  timos  deficientes  en  EphB  (Alfaro  y  cols.,  2015). 
Además,  el  número  de  células  Lin‐  derivadas  de médula  ósea  de  ratones mutantes, 
particularmente de EphB2‐/‐,  inyectadas  intravenosamente que alcanzaban  los  timos 
WT  era  menor  que  el  de  células  WT  inyectadas.  También,  la  colonización  de 




implicadas en  la colonización  tímica  (Zhang y Bhandoola, 2014),  como  fibronectina y 
laminina,  componentes  de  la matriz  extracelular,  y  las  quimiocinas  CXCL12,  CCL21  y 
CCL25. Además, la expresión de P‐selectina, implicada en la migración de progenitores 




vasculares  de  timos  deficientes  en  EphB2  o  EphB3,  pero  no  en  aquellos  que 
expresaban EphB2LacZ. También estos experimentos demuestran que el descenso de 
P‐selectina  en  los  timos  EphB2‐/‐  correlacionaba  con  una  menor  expresión  en  los 
endotelios tímicos de ephrina‐B1 y ephrina‐B2, mientras que en los timos EphB3‐/‐  la 
reducción  sólo  afectaba  a  la  ephrina‐B1.  Todos  estos  resultados  sugerían  que  las 
señales  forward  mediadas  a  través  del  par  EphB2/ephrina‐B1  son  particularmente 
importantes para la colonización linfoide del timo adulto (Alfaro y cols., 2015). 
También se ha demostrado que la migración in vitro frente a gradientes de quimiocinas 
o moléculas  de  la matriz,  como  fibronectina  o  laminina,  de  progenitores  linfoides  y 
timocitos de  ratones deficientes en EphB disminuye  significativamente. De nuevo,  la 
capacidad  de  migración  era  menor  en  células  EphB2‐/‐  que  en  aquellas  que 
expresaban  EphB2LacZ;  y,  por  otra  parte,  la  estimulación  de  EphB2  en  placas 
recubiertas  con  ephrina‐B1Fc  inhibía  la migración  sobre  fibronectina  o  laminina  y  la 
quimiotaxis  mediada  por  CXCL12,  CCL21  o  CCL25.  Esta  menor  migración  no  se 
observaba  con  células  EphB2LacZ  que  no  trasmiten  señales  forward  (Stimamiglio  y 
cols., 2010). 
Todos  estos  resultados,  por  tanto,  indican  que  en  el  caso  de  mutantes  de  EphB  la 
hipocelularidad  tímica  se  debe,  en  parte,  a  las  alteraciones  en  la  capacidad  de 
colonización de los progenitores linfoides. En este sentido, es importante señalar que 
mientras  otros  mutantes  con  defectos  en  colonización  debido  a  la  falta  de  otras 





Como  se  ha  señalado,  pocos  son  los  trabajos  que  se  han  ocupado  del  papel  de 
Eph/ephrinas  en  el  timo,  en  todos  ellos  se  ha  prestado  particular  atención  al 
componente  linfoide,  concluyéndose  que  mientras  la  hipocelularidad  es  un  hecho 
común en todos los timos mutantes, en el caso de la diferenciación T el proceso parece 






de  rata  con  proteínas  de  fusión  solubles  afectaba  la  maduración  de  los  timocitos 
inmaduros CD4‐CD8+ (Munoz y cols., 2002). También FTOCs que crecen en presencia de 
ephrina‐B1Fc muestran menos células DP junto con un aumento de los porcentajes de 
SP  (CD4+CD8‐  y  CD4‐CD8+)  (Yu  y  cols.,  2006)  y  en  reagregados  (RTOC)  formados  con 
timocitos  DP  deficientes  en  EphB2  o  EphB3  y  TECs  WT  se  demostraba  que  la 
progresión de  timocitos DP a  SP dependía autónomamente de  la expresión de estas 
Eph en los timocitos (Alfaro y cols., 2011). 
Los  estudios  in  vivo  han  confirmado  estos  resultados  y  puesto  de  manifiesto  las 
diferencias  que  ocurren  en  la  diferenciación  T  cuando  faltan  unas  u  otras 
Eph/ephrinas. Mientras ratones adultos deficientes en EphA4 muestran un importante 
bloqueo en la diferenciación T con fuerte caída de la proporción de células DP (Munoz 
y  cols.,  2006),  aquellos  en  los  que  faltan  EphB2  y/o  EphB3  sólo  muestran  mínimos 
cambios  en  las  proporciones  de  las  distintas  subpoblaciones:  un  aumento  en  la 




defectos  en  la  diferenciación  T,  pero  Luo  y  colaboradores  (Luo  y  cols.,  2004) 
describieron cambios en la función T en periferia en ausencia de la molécula y Coles y 
colaboradores  (Coles  y  cols.,  2004)  apuntaron  que  la  sobre‐expresión  de  EphB2 
bloqueaba  el  desarrollo  en  DN2‐DN3.  Los  efectos  sobre  la  diferenciación  T  también 
fueron  escasos  cuando  se  delecionaron  las  ephrinas‐B1  y/o  ‐B2  específicamente  en 
timocitos o TEC  (Cejalvo y cols., 2013). Cuando la deleción acontecía en los timocitos 
había nuevamente un bloqueo parcial de  la diferenciación T en el estadio DN3  (Jin y 
cols.,  2011;  Cejalvo  y  cols.,  2013).  La  falta  de  ephrina‐B1  y/o  ‐B2  en  TECs  también 
afecta  el  desarrollo  T  siendo  en  este  caso  más  importante  la  falta  de  ephrina‐B2 
(Cejalvo  y  cols.,  2013),  aunque  Foster  y  colaboradores  (Foster  y  cols.,  2010)  no 
encontraron  fenotipo  linfoide  en  el  timo  de  ratones  con  el  gen  de  la  ephrina‐B2 
deleccionado condicionalmente en TECs productoras de IL7. Es importante aclarar que 
el background  genético  de  los  animales  estudiados  era  importante  para  el  fenotipo 









afectar  algunos  de  los  procesos  que  acontecen  durante  la  maduración  del 
compartimento  DN,  como  la  selección  del  TcRβ  o  los  efectos  mediados    por  la 
señalización Notch o el par IL7/IL7R. En este sentido, Luo y colaboradores (Luo y cols., 
2011)  describieron  un  descenso  de  la  expresión  de  IL7Rα  en  timocitos  doblemente 
delecionados en ephrina‐B1 y ‐B2. 
El hecho de que varias Eph y ephrinas‐B distintas parezcan implicadas en la compleja 
maduración  de  los  timocitos  DN  ha  planteado,  tanto  en  timo  (Alfaro  y  cols.,  2011) 
como en otros  sistemas  (Wilkinson, 2003; Pasquale, 2008),  si más  importante que  la 
presencia/ausencia de ciertas Eph o ephrinas es el balance final de señales forward y 
reverse y  las células en  las que se producen (timocitos o TECs). Así,  timos quiméricos 
generados  con  progenitores  Lin‐  de  médula  ósea  de  distintos  tipos  de  mutantes 
(EphB2‐/‐, EphB2LacZ, EphB3‐/‐, EphB2/B3‐/‐) inyectados en ratones SCID recuperaban 
en  mayor  o  menor  medida  y,  por  tanto,  de  forma  específica,  la  diferenciación  T: 
quimeras  establecidas  con  progenitores  EphB2‐/‐  y  dobles  mutantes  EphB2/B3‐/‐ 
mostraban un profundo bloqueo de  la maduración T en el estadio DN, mientras que 
aquellos  que  recibían  células  EphB2LacZ  generaban  timocitos  DP  pero  no  SP  y, 
finalmente, las quimeras generadas con células EphB3‐/‐ producían bajas proporciones 
de  DP  (Alfaro  y  cols.,  2011).  En  cualquier  circunstancia,  estas  quimeras  mostraban 
fenotipos linfoides más severos que los observados en los ratones KO para EphB2 y/o 
EphB3  (Alfaro  y  cols.,  2008)  sugiriendo  que  el  balance  cualitativo  y  cuantitativo  de 
señales  Eph/ephrinas,  que  es  evidentemente  distinto  en  estos  diferentes  modelos 
experimentales,  es  el  que,  finalmente,  determina  los  distintos  fenotipos  linfoides 
observados. 
Aunque  el  número  de  estudios  es muy  escaso  y  frecuentemente  los  resultados  son 
contradictorios,  en  términos  generales  ni  las  profundas  alteraciones  linfoides  ni  las 
epiteliales observadas en el  timo de animales deficientes en distintas Eph y ephrinas 




mutantes.  Jin  y  colaboradores  (Jin  y  cols.,  2014)  no  encontraron  anomalías  en  la 
función de los linfocitos T maduros de ratones con una mutación condicional de EphB4 
en TECs, mientras que este mismo grupo ha descrito alteraciones en  la  función T en 
ratones  deficientes  en  EphB6  (Luo  y  cols.,  2004).  Más  recientemente,  Hu  y 
colaboradores (Hu y cols., 2015) han descrito que la expresión de ephrina‐B1 y ‐B2 es 
imprescindible  para  la  producción  de  anticuerpos  en  un  modelo  murino  de  artritis 
inducida por colágeno y ratones doble KO para estas dos ephrinas‐B en células T son 
menos  susceptibles  a  encefalomielitis  autoinmune  experimental  (EAE),  exhibiendo 
menor infiltración de células T en el sistema nervioso central, así como bloqueo de la 
quimiotaxis y de las respuestas proliferativas T específicas a mielina (Luo y cols., 2016). 
En  timos  EphA4‐/‐,  menor  proporción  de  células  DP  TcRαβhiCD69hi  podría  reflejar 
alteraciones  en  la  selección  αβ  (Munoz  y  cols.,  2006),  algo  también  observado  en 
ratones  con  ephrina‐B1  y/o  ‐B2  delecionadas  en  TECs  (Cejalvo  y  cols.,  2013).  Es 
importante  indicar  que  tanto  ratones  KO  para  EphA4  (Munoz  y  cols.,  2006),  como 
deficientes  en  distintas  EphB  (Alfaro  y  cols.,  2008), muestran  números  reducidos  de 
células T periféricas pero con proporciones de las subpoblaciones CD4/CD8 normales. 
Además,  un  análisis  del  repertorio  TcRVβ  expresado  en  timocitos  y  Ts  periféricas 
solamente mostraba un aumento significativo de la proporción de CD4+Vβ3+ en timo y 
ganglios  linfáticos  en  los  tres  ratones  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3  estudiados 
(Munoz y cols., 2009). 





tímico,  esencial  para  la  diferenciación  T,  resultando,  entre  otras  alteraciones,  en  un 
aumento  del  número  de  quistes  epiteliales  (Cejalvo  y  cols.,  2015),  colapso  epitelial 
(Munoz  y  cols.,  2006)  y  aparición  de  áreas  que  no  expresan  marcadores  epiteliales 
(Garcia‐Ceca y cols., 2009a). 
En  los  ratones  EphA4‐/‐  el  epitelio  cortical  colapsa,  quizás  debido  a  la  relación 





la  familia  B,  contienen  numerosas  TECs  inmaduras  K5+K8+  y  áreas  que  no  expresan 
marcadores  epiteliales,  así  como  células  medulares  inmaduras  K5+K8+MTS10+  y 
abundantes células K5‐K8‐MTS20+ (Garcia‐Ceca y cols., 2009a).  
En otros mutantes, la alteración de la organización 3D epitelial resulta en un aumento 
del  número  de  quistes  epiteliales  más  que  en  la  aparición  de  áreas  carentes  de 
marcadores epiteliales (Cejalvo y cols., 2015). La falta selectiva de ephrina‐B1 y/o ‐B2 
en TECs o timocitos resulta en un aumento del número de quistes epiteliales grandes, 
constituidos  por  una  sola  capa  de  células  que  son  frecuentemente  TECs  inmaduras 
K5+K8+  y,  a  veces,  MTS20+.  También  aumenta  el  número  de  pequeños  quistes  con 
numerosas células maduras UEA1hi  rodeadas de un delgado anillo de células UEA1lo/‐





en  timos WT.  Así,  datos  inmunohistoquímicos  previos  indicaban  que  ya  a  13.5F  los 
timos  EphB2‐/‐  y/o  EphB3‐/‐  muestran  alteraciones  en  la  localización  de  las  áreas 
K5+K8+,  incipientes áreas carentes de marcadores epiteliales y retraso en  la aparición 
de mTECs  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a).  También  se  ha  propuesto  que  ephrina‐B1  es 
necesaria para la estratificación del epitelio  luminar del esbozo tímico temprano y su 
posterior  diferenciación  a  médula,  mientras  ephrina‐B2  está  implicada  en  el 
crecimiento longitudinal de las ramas epiteliales y ambas moléculas  intervienen en la 
expansión y organización 3D de la red epitelial (Cejalvo, 2011). 
5.2.5.  Relevancia  de  las  interacciones  timocitos‐TECs  mediadas  por 
Eph/ephrinas para la funcionalidad tímica 
Ya señalábamos antes la relevancia de las interacciones timocitos‐TECs para el correcto 
desarrollo  de  los  dos  compartimentos  tímicos.  Eph  y  ephrinas,  como  otras  muchas 
familias de moléculas, median estas  interacciones  y algunos estudios en  la  literatura 










profundo  colapso  del  epitelio  cortical  y  podría  ser,  por  tanto,  dependiente  de  la 
expresión  de  la molécula  en  el  epitelio  cortical,  como  sugiere  la  baja  producción  de 
timocitos DP en FTOCs mutantes injertados in vivo bajo la cápsula renal (Munoz y cols., 
2006),  pero  lóbulos  alinfoides  tímicos  deficientes  en  EphB  colonizados  por 
progenitores  WT  soportan  una  diferenciación  normal  en  un  proceso  que  habría  de 
considerarse  autónomo  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009b).  También  las  profundas 
alteraciones  observadas  en  los  timos  deficientes  en  EphB  antes  descritas  han  sido 




gobernada  autónomamente  por  EphB2  y  EphB3  expresadas  en  TECs,  pero  las  EphB 
expresadas  por  los  timocitos  ejercen  cierto  papel  no  autónomo,  porque  el  fenotipo 





desorganizan  la  red  epitelial,  previenen  las  interacciones  timocito‐TEC  y  alteran  la 
señalización  del  TcR  (Alfaro  y  cols.,  2007).  También  el  número  y  momento  de  la 
formación  de  conjugados  entre  timocitos  y  TECs  cambia  cuando  se  establecen  con 
timocitos DP deficientes en EphB (Alfaro y cols., 2011). 
Finalmente,  antes  hemos  significado  la  importancia  capital  de  la  migración  de  los 
timocitos  en  desarrollo  por  los  distintos  territorios  tímicos  para  alcanzar  su  plena 






lóbulos  (Stimamiglio  y  cols.,  2010).  Además,  timocitos  totales  EphB2‐/‐ migran  peor 














































Pretendemos  en  este  trabajo  una  mejor  caracterización  de  los  fenotipos  tímicos 
observados  en  ratones  deficientes  en  EphB2  o  EphB3,  estudiando  los  posibles 
mecanismos  que  explican  su  aparición  y  las  células  y/o  moléculas  responsables  de 
dichos  fenotipos  profundizando,  por  tanto,  en  nuestros  estudios  anteriores  sobre  el 
timo  de  estos  mutantes.  Incorporamos,  además,  el  análisis  del  timo  de  ratones 
EphB2LacZ  que  nos  proporciona  información  sobre  la  importancia  de  las  señales 
forward  y  reverse mediadas  por  EphB2  en  la  biología  del  timo.  Por  otro  lado,  estos 
estudios  nos  ayudarán  a  un  mejor  conocimiento  del  desarrollo  del  órgano,  de  la 
importancia de  las relaciones entre timocitos y células epiteliales y de  la maduración 
de  los  compartimentos histológicos del órgano y de  los distintos  tipos de TECs. Para 
ello,  estudiaremos  cuatro  elementos  distintivos  de  los  timos  deficientes  en  EphB2  o 
EphB3:  
 






3) La  relevancia  de  las  interacciones  y  tipo  de  señalización  entre  timocitos‐TECs 
mediadas  por  EphB2  o  EphB3  para  entender  el  fenotipo  epitelial  de  los 
mutantes. 
  






























































en  nuestro  stock  de  animales  y,  particularmente,  del  doble  mutante  EphB2/EphB3 
hemos  elegido  el  estudio  de  los  ratones  deficientes  en  EphB2  o  EphB3  porque  su 
fenotipo  tímico es, a  tenor de nuestros  resultados previos,  claramente diferenciable, 
específico,  y,  aparentemente, más  severo en ausencia de EphB2.  Por  el  contrario,  el 
fenotipo  del  doble  mutante,  aunque  ligeramente  distinto  de  los  de  EphB2‐/‐  y      
EphB3‐/‐, no añade excesiva información adicional a la proporcionada por esos ratones 
(Garcia‐Ceca y cols., 2009). 
Además,  se  emplearon  ratones  EphB2LacZ  cuyas  células  expresaban  una  molécula 
EphB2 cuyo dominio citoplásmico ha sido sustituido por el gen de la β‐galactosidasa. El 










Los  ratones  deficientes  en  el  receptor  EphB2  fueron  generados  por  recombinación 
homóloga  en  células  troncales  embrionarias,  donde  se  produjo  una  deleción  de  un 
fragmento  de  1.4Kb  del  segmento  5’  del  locus  EphB2,  insertando  en  su  lugar  una 
construcción génica de  resistencia a neomicina.  Esta deleción provoca  la eliminación 
del segmento que codifica los aminoácidos 29‐50 de la molécula, lo que resulta en un 
splicing  aberrante  del  ARNm  que  bloquea  totalmente  la  expresión  de  la  proteína 
funcional (Henkemeyer y cols., 1996). Los ratones EphB3‐/‐ se obtuvieron inactivando 
el  gen  mediante  recombinación  homóloga,  de  nuevo,  en  células  troncales 
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embrionarias  insertando una construcción génica de  resistencia a neomicina que, en 
este  caso,  reemplazaba  la  mayoría  del  segmento  génico  que  codifica  el  dominio 
quinasa de la molécula. El transcrito generado de  esta construcción origina un ARNm 
inestable que no  se  traducía a proteína  (Orioli  y  cols.,  1996).  Por último,  los  ratones 
EphB2LacZ  fueron  diseñados  para  expresar  una  proteína  híbrida,  compuesta  por  los 
dominios  extracelular,  transmembrana  y  juxtamembrana  de  EphB2  (aminoácidos  1‐
621) unidos a β‐galactosidasa en lugar del dominio citoplásmico. Esta molécula carece 





viables,  fértiles  y  sin  defectos  anatómicos,  aunque  algunos  individuos  EphB2‐/‐ 




los  receptores  EphB2,  EphB3  y  EphB2LacZ.  Las  hembras  y machos  fueron  puestos  a 
aparear  durante  un  periodo  nocturno  de  doce  horas,  considerando  día  0.5  de 









sumergidos  en  500μl  de  tampón  de  extracción  de  ADN  (Anexo  I)  +  Proteinasa  K 
(0.1mg/mL)  (Roche,  Alemania)  incubándose  a  60ºC  durante  toda  la  noche.  Las 
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La  precipitación  del  ADN  se  realizó  incorporando  0.8  volúmenes  de  isopropanol 
(Panreac  S.A.,  Barcelona,  España)  por  volumen  de  sobrenadante  recuperado.  A 
continuación,  los  tubos  fueron  agitados  suavemente  hasta  alcanzar  la  total 
homogeneización  de  ambas  soluciones  y  la  precipitación  del  ADN.  Acto  seguido,  las 
muestras  se  centrifugaron  a  13.000  r.p.m.  durante  10  min.,  eliminándose 
posteriormente  el  sobrenadante.  El  pellet  de  ADN  se  centrifugó  de  nuevo  a  13.000 
r.p.m. durante 5 min. para descartar completamente  los restos de sobrenadante y, a 
continuación, se secó al aire a temperatura ambiente (TA) evitando en todo momento 
que  se  secara  en  exceso.  Finalmente,  el  ADN  fue  hidratado  con  agua Milli‐Q  estéril, 
durante un par de horas a TA o durante toda la noche a 4ºC, procediéndose después a 
su  cuantificación  mediante  un  espectrofotómetro  NanoDrop  (Thermo  Scientific, 
EEUU). 
1.1.2. PCR e identificación de los alelos WT y mutantes 
Un  vez  obtenido  el  ADN,  se  analizó  la  presencia  de  alelos WT  y  mutantes  para  las 
moléculas  Eph  estudiadas,  mediante  la  reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  (PCR), 
siguiendo  los protocolos proporcionados por el Dr. Mark Henkemeyer  (comunicación 
personal) mostrados en el Anexo II. Los oligonucleótidos empleados como primers en 
esta  reacción  (Tabla  1,  Anexo  II)  fueron  sintetizados  por  Sigma‐Genosys  (Sigma‐
Genosys  Ltd,  Cambridgeshire,  Reino  Unido).  Las  PCRs  se  llevaron  a  cabo  en  un 




de  agarosa  (Biotools,  Madrid,  España)  al  1‐2%  diluida  en  TAE  1x  (Anexo  I)  y  se 
revelaron  con  bromuro  de  etidio.  Posteriormente,  los  geles  fueron  visualizados  y 
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adquiridas  las  imágenes  correspondientes  en  un  transiluminador  de  luz  ultravioleta 
(Bio‐RAD, Barcelona, España) con el programa informático Quantity One.  
2.  SACRIFICIO  DE  LOS  ANIMALES,  OBTENCIÓN  Y  CONSERVACIÓN  DE 
MUESTRAS 
El  sacrificio  de  los  ratones  se  hizo  por  dislocamiento  cervical  en  el  caso  de  ratones  
adultos y hembras gestantes, y por hipotermia en  los neonatales. Posteriormente, se 
procedió  a  la  disección  del  animal  para  la  extracción  de  las  muestras  (feto,  timo  o 
riñón),  que  eran  procesadas  o  congeladas.  Los  lóbulos  tímicos  y  el  hígado  de  los 
ratones fetales fueron obtenidos a diferentes días de desarrollo (12.5F‐17.5F), tras su 




de  17.5F  y  7PN  que  eran  extraídos  directamente  para  su  congelación.  Todo  este 
proceso se realizaba bajo condiciones de esterilidad cuando los órganos o células iban 
a ser usados para cultivo.  
En el caso de  los estudios histológicos  tanto  los  fetos  (12.5F‐15.5F) como  los  lóbulos 
tímicos de estadios posteriores (17.5F y 7PN) y los reagregados celulares (RTOCs), eran 
sumergidos  en  medio  crioprotector  OCT  Tissue‐Tek  (Miles  Laboratories,  EEUU)  e 
inmediatamente  congelados  en  nitrógeno  líquido,  conservándose  a  ‐80ºC  hasta  su 
posterior uso.  
3. OBTENCIÓN DE SUSPENSIONES CELULARES 
3.1.  Suspensiones  de  lóbulos  tímicos  fetales  de  12.5‐17.5  días  de  desarrollo 
fetal 
Los  lóbulos  tímicos  fetales  fueron  recogidos  en  medio  RPMI  1640  y  tratados 
individualmente o en pool según la finalidad del estudio. A continuación, el medio era 
retirado  y  los  lóbulos  disgregados  con  tripsina  al  0.25%  (Thermo  Scientific,  EEUU)  y 
DNAsa  I  0.1mg/mL  (Roche,  Alemania)  en  RPMI  1640  durante  15‐20  min.  a  37ºC  y 
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agitación con pipeta, excepto para el análisis de la expresión de las claudinas 3,4 que 
se  realizaba  con  colagenasa  1.2mg/mL  (Roche,  Alemania),  ya  que  la  tripsina 
desnaturalizaba  los  epítopos  reconocidos  por  los  anticuerpos. Una  vez  obtenida una 
suspensión celular homogénea, la actividad enzimática de la tripsina se bloqueaba con 
medio  RPMI  1640  frío  al  2%  de  suero  bovino  fetal  (FBS;  Thermo  Scientific,  EEUU) 
previamente descomplementado (56ºC, 30 min.) y 10mM de EDTA (Panreac, España), 
para evitar agregados celulares. A continuación, las suspensiones eran centrifugadas a 
4ºC,  a  1500  r.p.m.  durante  5  min.,  el  sobrenadante  eliminado  y  el  pellet  celular 









el  que  se  resuspendían  las  células  en  cada  condición  experimental,  para  asegurar  la 
completa eliminación de cualquier agregado y resto celular. 
3.2.  Suspensiones  de  hígado  fetal  procedentes  de  fetos  de  12.5  días  de 
desarrollo fetal 
Los hígados fetales se recogían individualmente en medio RPMI 1640 y se disgregaban 
mecánicamente  con  la  ayuda  de  una  pipeta  Pasteur.  A  continuación,  la  suspensión 
celular  resultante  se  filtraba  a  través  de  un  algodón  no  graso  humedecido  con  el 
mismo medio en el que se llevaba a cabo la suspensión y se centrifugaba a 4ºC a 1500 
r.p.m. durante 5 min. Posteriormente, el sobrenadante era retirado y el pellet celular 
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3.3.  Suspensiones  celulares  enriquecidas  en  TECs  procedentes  de  timos 
postnatales de 7 días o de lóbulos tímicos implantados bajo la cápsula renal 
El enriquecimiento en TECs a partir de timos de 7PN, de lóbulos tímicos deplecionados 
de  timocitos  o  de  RTOCs  recuperados  tras  trasplante  bajo  la  cápsula  renal  (ver más 
adelante)  fue  realizado modificando el  protocolo  de  Seach  y  colaboradores  (Seach  y 
cols.,  2013).  Los  lóbulos  tímicos  fueron  depositados  en  medio  RPMI  1640  frío  y  a 
continuación,  limpiados  del  tejido  conectivo  y  adiposo  circundante  y  cortados 
superficialmente  sin  fragmentar  el  tejido  mediante  el  empleo  de  una  tijera  de 
disección. Posteriormente, los lóbulos eran transferidos a un tubo cónico con 2‐5mL de 
RPMI  1640  frío  y  con  la  ayuda  de  una  pipeta  Pasteur,  cortada  según  el  tamaño  del 
tejido  a  digerir,  se  agitaba  el  medio  para  eliminar  el  mayor  número  posible  de 
timocitos,  evitando  una  excesiva  fragmentación  del  tejido.  Cuando  el  medio  estaba 
turbio por la liberación de los timocitos, era retirado y renovado. Cuando la liberación 
de timocitos de los fragmentos era escasa se dejaban decantar los fragmentos tímicos 
en  hielo  y,  a  continuación,  el  medio  era  retirado  por  completo  y  los  fragmentos 
incubados con Liberasa TM (Roche, Alemania) a 1U/mL y DNAsa I a 0.1mg/mL (Roche, 
Alemania), durante  15 min. a 37ºC. Transcurrido este tiempo, los fragmentos tímicos 
eran  completamente  disgregados mediante  agitación mecánica  con  la  ayuda  de  una 
pipeta Pasteur hasta conseguir una suspensión celular lo más homogénea posible (sin 
observar  fragmentos  ni  agregados  celulares).  Cuando  hacía  falta  una  segunda 
incubación,  los fragmentos eran nuevamente decantados y el medio transferido a un 
tubo cónico  limpio que  se  conservaba en hielo  junto con FACS buffer  (Anexo  I) para 
inactivar  la  acción  enzimática  de  la  liberasa.  Tras  la  segunda  incubación,  todas  las 
fracciones  tratadas  con  la  liberasa  se  juntaban  y  filtraban  a  través  de  una malla  de 
naylon de 100µm. Esta suspensión era centrifugada a 4ºC durante 5 min. a 1500 r.p.m. 
y  el  pellet  resultante  era  resuspendido,  de  nuevo,  en  FACS  buffer  procediendo  a 
continuación al recuento celular mediante un hemocitómetro (cámara de Neubauer), 
excluyendo las células muertas. 
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CD4  y  CD8,  y  conocer  la  diferenciación de  estas  células.  Aunque  la  fracción digerida 
con  liberasa  también  contenía  timocitos,  la  digestión  con  esta  enzima  escindía  los 
epítopos de esos marcadores por lo que no se podía usar para identificarlos. 
3.4. Enriquecimiento en células epiteliales nurse procedentes de timos adultos  
La  obtención  de  células  nurse  fue  realizado  de  acuerdo  al  protocolo  de  Wekerle  y 
colaboradores (Wekerle y cols., 1980). Inicialmente, los lóbulos tímicos procedentes de 
un mínimo de tres ratones de 1 mes de edad eran recogidos en una placa Petri con PBS 
1x  frío.  A  continuación,  los  timos  eran  limpiados  del  tejido  conectivo  y  adiposo 
circundante y transferidos a un vaso de precipitado pequeño que contenía 5‐10mL de 
PBS 1x  frío, donde se cortaban hasta obtener  fragmentos de un  tamaño aproximado 
menor a 1 mm, reemplazando el PBS por nuevo cuando aumentaba la turbidez por la 
liberación  de  los  timocitos.  Una  vez  obtenidos  los  fragmentos  de  1mm,  el  PBS  era 
retirado  y  añadido  10mL  de  PBS  1x  frío  nuevo.  Los  fragmentos  resultantes  eran 
agitados  magnéticamente  en  hielo  durante  10  min.  a  500  r.p.m.  para  favorecer  la 
salida de los timocitos. Transcurrido este tiempo, los fragmentos se dejaban decantar, 
el  PBS  era  retirado  y  se  volvía  a  repetir  el  proceso.  Tras  esta  segunda  agitación,  los 
fragmentos se dejaban decantar nuevamente, el PBS se retiraba y se añadían 10mL de 
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decantación de  las células más densas contenidas en  los 3mL  iniciales. Trascurrido el 
tiempo, se recogían con una pipeta Pasteur 6mL desde la parte inferior del tubo, con 
cuidado  de  no  desorganizar  las  distintas  fases  que  se  habían  formado  durante  el 






y  se centrifugaban durante 5 min. El pellet  resultante era  resuspendido en 500µL de 
RPMI  realizando  el  recuento  total  de  células  recuperadas  y  de  células  nurse.  Por 
último, los 500 µL eran cargados en el tercer gradiente y se dejaban decantar 20 min., 
recuperándose  1mL  del  fondo  del  gradiente,  que  era  nuevamente  centrifugado  y  el 
pellet  resuspendido en 100µL de RPMI 1640. Por último,  se  realizaba el  recuento de 
células  recuperadas  totales  y  de  células  nurse,  que  en  este  último  gradiente  era 
proporcionalmente mayor. 
Para el análisis fenotípico de las células nurse y para la determinación del número de 
timocitos  que  estas  contenían,  después  del  tercer  gradiente,  los  100µL  finales  eran 
citocentrifugados  durante  5  min.  a  300  r.p.m.  El  portaobjetos  se  dejaba  secar  a 
temperatura ambiente y, seguidamente las muestras eran fijadas en acetona durante 








estadio de desarrollo  y del  tipo de  lóbulos  tímicos u órganos empleados.  Las  células 
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biotinilados (Tabla 1, Anexo III) necesarios en cada tipo de ensayo. Tras el tiempo de 
incubación las células eran lavadas para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, con 
PBS  al  1%  FBS  durante  5 min.  a  1500  r.p.m.  y,  a  continuación,  resuspendidas  en un 
volumen  apropiado  de  PBS  al  1%  FBS  dependiendo  del  número  de  células  que 
contuviera la muestra. En el caso de los anticuerpos purificados, su detección se realizó 
utilizando anticuerpos secundarios (Tabla 1, Anexo III) que específicamente reconocían 
el  tipo  de  inmunoglobulina  empleada  como  anticuerpo  primario.  Para  ello,  las 
suspensiones  celulares  fueron  incubadas  nuevamente  a  4ºC  durante  15  min.  en 
oscuridad, lavadas y resuspendidas en PBS al 1% de FBS para su posterior análisis. Los 
anticuerpos  biotinilados  fueron  identificados  utilizando  estreptavidina  o  anti‐Biotin 
Microbeads  (Tabla  1,  Anexo  III)  resuspendidos  en  PBS  sin  suero  e  incubados  en 




moléculas  de  superficie  celular.  Posteriormente,  las  células  eran  incubadas  con  la 
solución Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, EEUU) a 4ºC durante 20 min. en oscuridad, 
a  continuación,  lavadas  dos  veces  con  PermWash  1x  (BD  Biosciences,  EEUU)  e 
incubadas  en  oscuridad  con  el  anticuerpo  que  reconocía  el  antígeno  intracelular 






EEUU),  cuando  se  analizaban más  de  4,  del  Centro  de  Citometría  y Microscopía  de 
Fluorescencia  de  la  UCM  o  en  un  FACSCanto  (BD  Biosciences,  EEUU)  en  aquellos 
ensayos  realizados  en  la  Universidad  de  Monash  (Australia).  El  número  de  TECs 
adquiridas osciló entre 0.1x104 y 1x104 dependiendo de su procedencia; mientras que 
en  el  caso  del  estudio  de  timocitos  se  adquirieron  entre    0.1x104  y  2x104  células 
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complejidad  (SSC).  Todos  los  datos  obtenidos  desde  los  equipos  FACSCalibur  y 
FACSAria  fueron  analizados  con  el  programa  informático  FCS  Express  III  (De  Novo 
Software,  Los  Angeles,  EEUU),  mientras  que  los  datos  obtenidos  con  el  equipo 
FACSCanto  fueron  analizados  con  el  programa  FlowLogic  (Inivai  Technologies, 
Australia).  
4.2. Determinación de la viabilidad celular 
La  determinación  de  células  apoptóticas  en  timos  de  12.5F  y  13.5F  fue  calculada 
mediante  un  ensayo  de  unión  a  AnexinaV.  Para  ello,  las  suspensiones  celulares 
(0.1x105‐0.5x105 células) fueron lavadas con tampón de Anexina (Anexo I) al 1% FBS, e 
incubadas  durante  20 min.  a  temperatura  ambiente  con  una  solución  que  contenía 
AnexinaV (Biolegend, San Diego, CA, EEUU) y los anticuerpos (anti‐EpCAM y anti‐CD45) 
directamente  conjugados  a un  fluorocromo, necesarios para  la determinación de  las 
subpoblaciones  celulares  apoptóticas.  Posteriormente,  se  lavaron  y  se  procedió  a  su 
análisis  en  un  citómetro  de  flujo  FACSCalibur  (BD  Biosciences,  EEUU)  del  Centro  de 
Citometría y Microscopia de Fluorescencia de la UCM. Diez minutos antes del análisis, 
las células eran resuspendidas en una solución que contenía PBS al 1% FBS junto con 
1mg/mL de 7‐Amino‐Actinomicina‐D  (7‐AAD)  (Sigma‐Aldrich, St  Louis, MO, EEUU). Se 
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con  una  solución  HSB  (Hoechst  staining  buffer)(Anexo  I)  que  contenía  5µg/mL  de 
Hoechst 33342. A continuación, las muestras eran incubadas con los anticuerpos anti‐
EpCAM, anti‐MTS20, anti‐Ly51, UEA1 y anti‐CD45 diluidas en HSB tal y como se indica 
en  el  apartado  4.1.  Finalizado  el  marcaje,  las  células  eran  mantenidas  en  hielo  y 
resuspendidas en un volumen óptimo (200‐300µL) del HSB, para ser analizadas en un 
citómetro  de  flujo  FACSAria  (BD  Biosciences,  EEUU)  del  Centro  de  Citometría  y 
Microscopía  de  Fluorescencia  de  la  UCM.  En  todos  los  casos,  el  número  de  células 
analizado  osciló  entre  0.1x104  y  1x104  dependiendo  del  estadio,  excluyendo  del 





Para  determinar  la  expresión  de  los  receptores  EphB2,  EphB3  y  de  sus  ligandos, 
ephrina‐B1  y  ephrina‐B2,  en  las  células  epiteliales  tímicas  y  en  los  timocitos,  se 
obtuvieron  suspensiones  celulares  que  contenían  entre  0.5x105‐1x105  células 
procedentes de lóbulos tímicos de diferentes días de desarrollo (12.5F‐15.5F), según lo 
indicado  en  el  apartado  3.1.  Previo  al  marcaje  con  los  anticuerpos  específicos,  las 




Anexo  III),  según  lo  descrito  en  el  apartado  4.1.  Los  anticuerpos  anti‐EphB  y  anti‐
ephrina‐B  y  UEA1  fueron  identificados  realizando  una  segunda  tinción  como  se  ha 
indicado anteriormente. Finalizado el marcaje, las muestras eran fijadas con CellFix 1x 
(BD  Biosciences,  EEUU)  y  conservadas  a  4ºC  en  oscuridad  hasta  su  análisis  en  un 
citómetro  de  flujo  FACSAria  (BD  Biosciences,  EEUU)  del  Centro  de  Citometría  y 
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diferentes  subpoblaciones  analizadas  con  los  de  aquellos  obtenidos  empleando  un 
control  FMO  (Fluorescence  Minus  One).  En  este  control  no  se  incorporaba  el 
anticuerpo primario que detectaba la molécula de interés (EphB o ephrina‐B), pero sí 
el resto de marcadores empleados en el marcaje. El programa calculaba un porcentaje 






procedentes  de  entre  2‐5  camadas)  para  testar  el  potencial  de  diferenciación  de 
diferentes subpoblaciones TECs, fueron obtenidas según se ha descrito en el apartado 
3.1.  
‐  Para  el  aislamiento  de  las  diferentes  subpoblaciones  de  12.5F,  las  muestras 
fueron  incubadas  dependiendo  del  procedimiento  experimental  a  realizar  con 
anticuerpos específicos  frente a EpCAM, CD45, MTS20,  Ly51 y UEA1  (Tabla 1, Anexo 
III), tal y como se ha descrito anteriormente (Apartado 4.1). Por un lado, se aislaron las 
subpoblaciones celulares tímicas principales: timocitos EpCAM‐CD45+ (CD45+) y células 
epiteliales  totales  (EpCAM+CD45‐).  En  otros  casos,  se  aislaron  diferentes 
subpoblaciones de TECs en base a la expresión de MTS20 (EpCAM+CD45‐MTS20+) o de 
MTS20,  Ly51  y  UEA1  (EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51‐UEA1‐,  EpCAM+CD45‐
MTS20+Ly51+UEA1‐  y  EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1+).  Estas  suspensiones  celulares 
fueron aisladas empleando un citómetro separador Influx I (BD Biosciences, EEUU) del 
Centro  de  Investigaciones  Energéticas, Medioambientales  y  Tecnológicas  (CIEMAT)  o 
del FlowCore (Monash University, Australia) con las siguientes condiciones de tamaño 
de poro y presión: 100µm y 20 psi, respectivamente. Antes del aislamiento, las células 
se  pasaban por  un  filtro  con un  tamaño de poro de  50µm  (BD Biosciences,  EEUU)  y 

















en  el  apartado  3.1),  se  emplearon  fetos  procedentes  de  una  misma  camada  (8‐13 
fetos), considerada como un experimento independiente. Una vez calculado el número 
de  células,  éstas  eran  incubadas  con  el  anticuerpo  primario  anti‐CD45  biotinilado  y 
secundario anti‐Biotin MicroBeads (Miltenyi Biotec, Alemania) como se ha descrito en 
el apartado 4.1. Las células CD45‐ fueron aisladas empleando un separador magnético 
AutoMACS  (Miltenyi  Biotec,  Alemania)  del  Centro  de  Citometría  y  Microscopía  de 
Fluorescencia  de  la  UCM,  usando  el  programa  Deplete_S  según  las  indicaciones  del 
fabricante. La pureza de  la  fracción recuperada  (CD45‐) era comprobada tiñendo una 
alícuota  de  la  suspensión  con  un  anticuerpo  anti‐CD45PerCP.  En  todos  los  casos  el 
aislamiento había de tener una pureza de entre el 97‐99%. Cuando no había disponible 
un  citómetro  de  cuatro  colores,  esta  fracción  nos  permitía  realizar  la  identificación 




Los  fibroblastos  murinos  embrionarios  (MEF)  fueron  extraídos  en  condiciones  de 
esterilidad  de  fetos WT  de  12.5F  o  14.5F modificando  el  protocolo  desarrollado  por 
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Bennett y colaboradores (Bennett y cols., 2002). A  los fetos aislados se les retiraba la 
cabeza y  los órganos de la cavidad torácica y abdominal y se disgregaban totalmente 
en  medio  RPMI  2%  FBS  empleando  un  homogeneizador  de  vidrio  tipo  Potter.  La 
suspensión celular resultante era filtrada a través de un algodón no graso humedecido 
con  el  mismo  medio  y  centrifugada  a  4ºC  a  1200  r.p.m.  durante  15  min. 
Posteriormente, el sobrenadante era retirado y el pellet celular resuspendido en medio 





células  adheridas  al  sustrato  con  morfología  fibroblástica,  retirándose  el  medio  de 
cultivo  para  eliminar  los  fragmentos  celulares  y  las  células  no  adherentes. 
Posteriormente,  el  flask era  lavado con medio DMEM un par de veces para eliminar 
completamente las células no adheridas y a continuación,  las adheridas se cultivaban 
con  DMEM  completo  hasta  confluencia.  Las  células  se  levantaban  de  la  placa 
empleando  tripsina  atemperada  (ThermoFisher  Scientific,  EEUU)  a  37ºC  durante  5 
min.,  que  se  neutralizaba  incorporando  DMEM  con  2%  de  FBS.  Posteriormente,  las 





descrito  por  Wong  y  colaboradores  (Wong  y  cols.,  2014).  Se  usaron  1x104  células 
epiteliales  tímicas  (EpCAM+CD45‐UEA1‐)  procedentes  de  fetos  de  12.5F  aisladas 
mediante  sorting  (ver  apartado  5.1)  que  eran  cultivadas  junto  con  2.5x105  de  MEF 
irradiados,  en  presencia  o  ausencia  de  timocitos  (CD45+)  de  12.5F,  aislados  también 
mediante sorting, en una relación 2:1 (10000 TEC + 5000 timocitos). Una vez que  las 
células eran mezcladas y centrifugadas se resuspendían en 100 µL de medio de cultivo 
base  para  células  epiteliales  tímicas  (Anexo  I)  previamente  mezclado  con  Matrigel 
(Corning,  EEUU)  en  una  proporción  1:1.  La  suspensión  celular  era  incubada  a  37ºC 
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durante 10 min., para que el Matrigel solidificase, depositándose en el  interior de un 
inserto  que  contenía  un  filtro  de  politetrafluoroetileno  de  0.4μm  de  poro  (Merck 
Millipore, Alemania), el cual estaba colocado sobre un pocillo de una placa de cultivo 
de 24 (Esquema 17). Transcurrido este tiempo, alrededor del inserto se añadía medio 
completo que  contenía medio de  cultivo base para  células  epiteliales  tímicas,  toxina 





incorporando  en  su  interior  400µL  de medio  RPMI  1640  suplementado  con  Liberasa 
(1U/mL)  y  DNAsa  I  (0.2mg/mL)  a  37ºC  durante  10  min.  El  contenido  del  inserto  se 
homogeneizaba mecánicamente,  sin  romper  la membrana,  y  de nuevo era  incubado 
otros 10 min. Se realizó una segunda incubación para permitir disociar el contenido del 
inserto  de  su  membrana.  Posteriormente,  el  volumen  era  transferido  a  un  tubo 
Esquema 17. Modelo de cultivo epitelial 3D. Se muestra la organización del inserto donde se cultivan 
las  TECs,  junto  con  células  CD45+  (T)  y  MEF,  en  una  mezcla  de Matrigel  y  medio  base  para  células 
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Eppendorf al que se le incorporaban 400µL de medio RPMI 1640 suplementado con las 
enzimas  indicadas  anteriormente  incubando  a  37ºC  durante  10  min.  Finalmente,  la 
suspensión celular resultante se lavaba con FACS buffer para neutralizar las enzimas, y 
se  centrifugaba  a  4ºC  a  1500  r.p.m.  durante  5  min.  El  pellet  celular  resultante  era 




El cultivo organotípico de  lóbulos tímicos  fetales  (FTOCs) de 13.5F o 14.5F,  tanto WT 
como  mutantes,  se  realizó  siguiendo  el  protocolo  desarrollado  por  Jenkinson  y 
colaboradores  (Jenkinson  y  cols.,  1982).  Los  lóbulos  aislados  fueron  transferidos  con 
ayuda de una pipeta Pasteur  fina  sobre  filtros estériles de policarbonato de 8μm de 
poro  (Merck  Millipore,  Alemania)  que  flotaban  en  medio  de  cultivo  RPMI  1640 
completo (Anexo I). Los cultivos eran mantenidos a 37ºC y 5% de CO2 durante 5 días 
cuando  se  empleaban  lóbulos  de  13.5F  o  6  días  cuando  los  lóbulos  eran  de  14.5F. 
Transcurrido este tiempo, el  filtro era sumergido en una placa con medio RPMI 1640 
nuevo  y  los  lóbulos  retirados  del mismo  con  ayuda  de  unas  pinzas.  Estos  lóbulos  se 
utilizaron  directamente  para  su  análisis  por  citometría  de  flujo.  En  algunos  casos, 




Una  variante  de  este  tipo  de  cultivos  se  llevó  a  cabo  para  generar  lóbulos  tímicos 
alinfoides  tanto WT  como mutantes.  Empleando  lóbulos  de  12.5F,  13.5F  o  14.5F,  el 
medio de cultivo fue suplementado con 2’‐desoxiguanosina (2’‐dGuo, Sigma‐Aldrich, St 
Louis,  MO,  EEUU)  a  una  concentración  de  1.35  mM.  La  2’‐dGuo  es  un  análogo  del 
nucleótido citosina que incorporan las células en proliferación, impidiendo la correcta 
replicación de  su ADN y de  la progresión del  ciclo  celular,  lo  que  conlleva en último 
término  la  muerte  de  las  células  que  la  han  incorporado.  Específicamente,  el 
tratamiento de los lóbulos tímicos con este compuesto provoca la eliminación selectiva 
de células T y células dendríticas, produciendo  lóbulos  tímicos alinfoides  (Anderson y 
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Jenkinson,  2001).  En  este  caso,  los  lóbulos  fueron  cultivados  el  mismo  periodo  de 
tiempo  que  el  indicado  anteriormente  para  los  lóbulos  de  13.5F  y  14.5F,  pero 
solamente  3  días  cuando  se  usaban  de  12.5F.  Estos  lóbulos  podían  ser  utilizados 
directamente para su análisis por citometría de flujo, en ensayos in vivo (Apartado 7) o  
in vitro:  
  ‐  Lóbulos alinfoides procedentes de  ratones de 12.5F  fueron  reagregados con 
MEF (ver más adelante). 
‐  Lóbulos  alinfoides  procedentes  de  ratones  de  13.5F  cultivados  nuevamente 
durante  5 días con medio RPMI 1640 completo suplementado con proteínas de fusión 






concentración  de  10µg/mL.  Posteriormente,  los  lóbulos  fueron  analizados  por 
citometría de flujo. 
Para el análisis por citometría de flujo de los lóbulos alinfoides se realizaron pooles con 




ya  se  han  indicado,  a  partir  de  fetos  WT  de  12.5F  que,  posteriormente,  eran 
reagregados  con: MEF  +  estroma  tímico, Matrigel  o MEF  +  distintas  subpoblaciones 
TEC WT, y MEF + distintas subpoblaciones TEC + células CD45+. Una vez obtenidas las 
distintas  suspensiones  celulares  se mezclaban  en  un  tubo  Eppendorf  de  1.5mL  y  se 
centrifugaban a 4ºC durante 5 min. a 1500 r.p.m. Con el fin de concentrar al máximo 
las células y favorecer su reagregación, tras la centrifugación se retiraba la mayor parte 
del  sobrenadante  dejando  aproximadamente  unos  50µl  en  los  que  se  volvían  a 
resuspender las células y a centrifugar. Finalmente, era retirado todo el sobrenadante 
y  con  ayuda  de  una  pipeta  automática,  ajustada  a  un  volumen  de  entre  1‐1.5µl,  el 
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pellet  era  resuspendido  empleando  el  escaso  medio  intersticial  existente  entre  las 
células. Las células utilizadas en los reagregados con Matrigel se resuspendían en frío 
en  1µl  del  producto  para  evitar  su  solidificación.  En  todos  los  casos  la  suspensión 
celular concentrada era depositada sobre un  filtro estéril de policarbonato de 0.8μm 
de  poro  (Merck Millipore,  Alemania)  que  flotaba  sobre medio  de  cultivo  RPMI  1640 
completo  (Anexo  I).  Los  reagregados eran  incubados a 37ºC y 5% de CO2 durante 24 
horas. Transcurrido este tiempo, aquellos RTOCs formados correctamente mostraban 
en la periferia un halo claro al microscopio y un centro celular compacto y oscuro. En 
aquellos  formados  con  Matrigel  se  obtuvo  una  especie  de  “lentilla”  transparente  y 
aplanada. Estos reagregados eran separados del filtro sumergiéndolo en una placa con 
medio  RPMI  1640  y  retirados  después  con  ayuda  de  unas  pinzas  para  su  análisis 
posterior. Dependiendo del  tipo de RTOC se  realizaron  las siguientes aproximaciones 
experimentales: 
‐  RTOCs  establecidos  con  MEF  +  estroma  tímico  eran  congelados  para  su 
posterior estudio mediante inmunofluorescencia (ver más adelante). 








14.5F  que  eran  disgregados  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  3.1  y  nuevamente 
reagregados, previa incubación con anticuerpos anti‐EphB2 o anti‐EphB3 (2.5µg) (R&D 
Systems  Minneapolis,  EEUU)  o  con  sus  controles  de  isotipo  rata  anti‐IgG2a  (R&D 
Systems Minneapolis,  EEUU)  o  cabra  anti‐IgG  (Jackson  ImmunoResearch,  PA,  EEUU), 
respectivamente,  a  4ºC  durante  1  hora.  Transcurrido  este  tiempo,  las  células  eran 
lavadas para retirar el exceso de anticuerpo no unido. También, lóbulos tímicos WT y 
mutantes  (EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐)  de  14.5F  fueron  disgregados  e  incubados  en 
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ha  descrito  anteriormente  y  una  vez  establecidos  se  congelaron  para  su  posterior 
análisis mediante inmunofluorescencia (ver más adelante). 
 
7.  TRASPLANTE DE  LÓBULOS  TÍMICOS  FETALES ALINFOIDES DE  13.5F O 
RTOCs BAJO LA CÁPSULA RENAL 
Con el fin de estudiar el potencial de diferenciación de estromas deficientes en EphB2 
o  EphB3  en  presencia  de  progenitores  linfoides  WT,  así  como  de  estromas  WT  en 
presencia  de  progenitores  linfoides  deficientes,  se  implantaron  lóbulos  tímicos 
alinfoides de 13.5F  (ver apartado 6.3) bajo  la cápsula renal de ratones receptores en 
las condiciones anteriormente indicadas. También se trasplantaron estromas EphB2‐/‐ 




establecidos  con  diferentes  subpoblaciones  de  células  epiteliales  de  12.5F  WT,  los 
trasplantes se  realizaron únicamente en ratones WT, durante 2 semanas en aquellos 
donde se empleaban MEFs y 4 semanas en los que utilizaban Matrigel. 
Estos  experimentos  utilizaron  como  recipientes  hembras WT  o  mutantes  (EphB2‐/‐, 
EphB2LacZ  o  EphB3‐/‐)  de  6  semanas  de  edad  y  en  el  caso  de  los  RTOC,  solamente 
hembras WT. En ambos  casos, únicamente  se  implantó un  lóbulo o  RTOC por  riñón, 
para  ello  los  ratones  receptores  fueron  anestesiados  con  una  solución  de  ketamina‐
xilacina  (Ketamina:  Ketolar  50 mg/mL,  (Grupo  Pfizer,  España)),  Xilacina:  Rompun  2% 
(Bayer,  Alemania))  inyectada  intraperitonealmente,  accediéndose  a  su  cavidad 
abdominal a  través de una  incisión dorsal por debajo de  las costillas  tanto en  la piel 
como en el músculo. Tras la sujeción y exteriorización del riñón, la cápsula conjuntiva 
de  éste  se  separó  ligeramente  del  parénquima  renal  con  ayuda  de  unas  pinzas, 
implantando  un  lóbulo  tímico  entre  ambos,  a  través  de  un  orificio  realizado  en  la 
cápsula  con  una  cánula.  La  correcta  localización  del  lóbulo  tímico  se  aseguró 
visualmente.  A  continuación,  se  suturó  con  seda  quirúrgica  trenzada  (Lorca  Marín, 
Murcia, España) por separado  las  incisiones practicadas en  la pared muscular y en  la 
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piel,  y  se  exponía  al  animal  a  un  foco  de  calor  para  facilitar  su  recuperación. 
Transcurrido  el  tiempo  del  implante,  los  animales  fueron  sacrificados  extrayendo 
ambos  riñones  y  separando  los  lóbulos  tímicos  que  habían  crecido  sobre  el 









líquido y  se guardó a  ‐80ºC hasta el aislamiento del ARN. Este aislamiento se  realizó 
empleando el kit RNAqueous®‐Micro Kit (ThermoFisher Scientific, EEUU), siguiendo las 
indicaciones  del  fabricante.  La  concentración  y  grado  de  pureza  del  ARN  aislado  se 
determinó  empleando  un  espectrofotómetro  NanoDrop  (Thermo  Scientific,  EEUU) 
utilizando el programa informático  NanoDrop‐1000 3.8.1. 
8.2. Síntesis de ADNc mediante RT‐PCR 
La  síntesis  del  ADN  complementario  (ADNc)  necesaria  para  la  determinación  de  la 
expresión  génica  se  realizó  a  partir  de  muestras  de  ARN  aisladas  (apartado  8.1), 
empleando tanto muestras WT como mutantes, usando como molde 0.1µg de ARN y 
RT‐PCR  (reverse  transcription‐polymerase  chain  reaction)  mediante  el  kit  comercial 
High‐Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher Scientific, EEUU), de acuerdo 
con  las  instrucciones  del  fabricante.  Los  ADNc  resultantes  fueron  usados 
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que codifican para dichos genes. Las secuencias de estos primers fueron seleccionadas 
usando  el  programa  informático  Universal  ProbeLibrary  Assay  Design  Center   
(https://lifescience.roche.com/shop/CategoryDisplay?catalogId=10001&tab=Assay+De
sign+Center&identifier=Universal+Probe+Library&langId=‐1), a partir de la información 
disponible  en  la  base  de  datos  Genebank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
Una vez seleccionados los primers (Forward y Reverse), fueron sintetizados por Sigma‐





Master Mix  (ThermoFisher Scientific, EEUU) siguiendo  las  indicaciones del  fabricante, 
empleado un volumen final máximo de 10µL. Los niveles de expresión se obtuvieron 
empleando el equipo 7900HT Fast Real‐Time PCR system del Centro de Genómica de la 
UCM,  analizando  los  datos  con  el  programa  informático  SDS2.3  acoplado  a  dicho 
equipo.  Los  valores obtenidos  corresponden al  valor RQ  (2‐ΔΔCt)  comparado entre  los 





Se  obtuvieron  criosecciones  de  6μm  (lóbulos  tímicos  de  7PN,  17.5F  y  RTOCs),  10μm 
(fetos completos de 14.5F y 15.5F) y 12μm (fetos completos de 12.5F y 13.5F) en un 
criostato  Leica  1850  (Heidelberg,  Alemania)  a  ‐20ºC.  Los  fetos  de  12.5F‐15.5F  se 
cortaron transversalmente pero con un pequeño grado de inclinación a fin de obtener 
secciones más grandes. En todos los casos, la adquisición de las muestras se realizó de 
manera  seriada,  de  forma  que  en  cada  portaobjetos  hubiera  una  representación  de 
secciones tímicas a diferentes niveles (zona superior, intermedia e inferior del órgano). 
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se  conservan  a  ‐80ºC  en  ambiente  seco  para  su  posterior  uso,  permitiendo  así  el 
análisis simultáneo de timos WT y mutantes en cada ensayo. 
9.2. Estudio mediante inmunofluorescencia 









en  el  Anexo  III  (Tabla  1).  En  el  caso  de  la  determinación  de  la  expresión  de  EphB2, 
EphB3,  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  en  células  nurse,  el  tiempo  de  incubación  del 
anticuerpo primario fue de 2 horas y media. Transcurrido este tiempo, las secciones se 
lavaron tres veces a 4ºC durante 5 min. en PBS 1x y posteriormente, se incubaron con 
concentraciones  saturantes  de  los  correspondientes  anticuerpos  secundarios 
conjugados a fluorocromo (Anexo III, Tabla 1), diluidos también en PBS 1x al 1% FBS. 
Tras  45  min.  a  TA  y  en  cámara  húmeda,  las  muestras  se  lavaron  tres  veces  a  4ºC 
durante  5 min.  en  PBS  1x.  Para  la  visualización  del  núcleo  celular  se  utilizó Hoechst 
33342  (0.2μg/mL)  incubando  las  muestras  durante  2  min.  y  lavándolas  como  se  ha 
indicado anteriormente.  Las muestras  fueron montadas en SlowFade® Gold Antifade 
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9.3.  Análisis  cuantitativo  sobre  secciones  histológicas  o  citocentrifugaciones 
(CTC) 
Una vez obtenidas las diferentes imágenes, en aquellos casos en los que se necesitaba 
un  estudio  cuantitativo  de  las  muestras  se  empleó  el  programa  informático  Adobe 
Photoshop  CS4  (Adobe  Systems,  San  Jose,  CA,  EEUU).  Dependiendo  del  abordaje 
experimental, la estrategia seguida fue la siguiente: 
‐ El porcentaje relativo de expresión de las moléculas CCL21, CCL25 y CXCL12, así como 
la  expresión  de  claudinas  3,4  se  determinó  cuantificando  el  área  ocupado  por  la 
expresión de  cada una de ellas  calculada en píxeles  cuadrados,  con  respecto  al  área 
tímica  total,  expresando  la  relación  en  tanto  por  cien.  En  este  caso,  al  menos  10 
secciones no solapantes de tres timos independientes fueron analizadas. 
‐ Para la determinación del número de células AIRE+ en timos de 17.5F y 7PN se contó 
el  número de  células AIRE+  existentes  en  el  interior  del  área medular  K5+.  Este  área 
calculada  en  píxeles  cuadrados  fue  convertida  a  µm2 multiplicando  por  un  factor  de 
conversión proporcionado por el programa Metamorph 6.0  (0,06774828 µm2 para el 
objetivo  de  40x),  calculando  al  final  el  número  de  células  AIRE+/mm2.  En  este  caso, 
fueron analizadas al menos 10 secciones no solapantes de tres timos independientes, 
tomadas  a  diferente  profundidad  (parte  superior, media  e  inferior  del  lóbulo)  como 
hemos descrito previamente. 
‐  La  cuantificación  del  número  de  timocitos  englobados  en  los  complejos 
linfoepiteliales  nurse,  se  determinó  contando  el  número  de  timocitos  (CD45+)  en  el 
interior  de  células  epiteliales  PanCK+,  analizándose  30  complejos,  tomados  al  azar, 





los  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3,  así  como  en  los  establecidos  con  células 
EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐  y en  sus  respectivos  controles  se  realizó del  siguiente modo:  se 
identificaron  las  células  epiteliales  PanCK+ mejor  definidas  según  su  núcleo  celular  y 
sus  procesos  celulares  sobre  las  secciones  histológicas,  midiéndose  la  longitud  en 
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pixeles de los procesos celulares desde la periferia del núcleo hasta el extremo de los 
procesos.  En  el  caso  de  los  RTOC  establecidos  con  células  WT  y  tratados  con  los 
diferentes  anticuerpos,  se  estudiaron  tres  reagregados  en  total  de  cada  tipo 
analizando  alrededor  de  15  células/reagregado,  con  un  rango  de  procesos  celulares 
totales  medidos  entre  60  y  90.  En  los  cultivos  establecidos  con  células  mutantes, 
también  realizamos  tres  reagregados  de  cada  tipo  analizando  alrededor  de  20 
células/reagregado  con un número de procesos  celulares  totales  evaluados de entre 
90 y 150.   
‐  La  cuantificación  del  número  y  tamaño  de  las  áreas  medulares  K5+  en  RTOC  WT 
tratados con los anticuerpos anti‐EphB2 o anti‐EphB3, así como en aquellos formados 
con células mutantes EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐ junto a sus respectivos controles se evaluó 
analizando  tres  secciones  no  solapantes  a  diferente  altura  de  un  total  de  3  RTOC 
determinando el número de áreas K5+, así como el tamaño relativo de estas áreas con 
respecto  a  la  sección  tímica  total.  Debido  a  la  gran  dispersión  entre  los  datos 
resultantes por sección para el cálculo del  tamaño medular seleccionamos para cada 












totales  obtenidas,  se  utilizaron  entre  0.8x106  ‐  1x106  células  para  cada  condición 
experimental en los diferentes ensayos que a continuación se detallan: 
‐Ensayos  bloqueantes  en  suspensión  con  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3:  la 
suspensión celular fue incubada con 2.5 µg de los anticuerpos anti‐EphB2 (monoclonal) 
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o anti‐EphB3  (policlonal)  (R&D  Systems Minneapolis,  EEUU)  o  sus  correspondientes
controles de  isotipo:  rata anti‐IgG2a  (R&D Systems Minneapolis,  EEUU) o  cabra anti‐
IgG (Jackson  ImmunoResearch, PA, EEUU) respectivamente, a 37ºC durante 5 min. El 
exceso  de  anticuerpo  no  unido  se  eliminó  lavando  las  células  con  PBS  1x  frío  (Ver
esquema 18A).  
‐Ensayos de activación mediados por  las proteínas de  fusión ephrina‐B1Fc y ephrina‐
B2Fc ancladas a placa: Para  la preclusterización de ambas moléculas, el  fondo de  los 
pocillos de placas de cultivo de 24 fue recubierto previamente con inmunoglobulina G 
humana  específica  para  fragmentos  Fc  (GαhIgG‐Fc)  (Jackson  ImmunoResearch,  PA, 
EEUU) a 20µg/µL, a 37ºC durante 1 hora. Posteriormente, la placa era lavada con PBS 
1x atemperado e incorporadas de forma conjunta las proteínas de fusión ephrina‐B1Fc 
y ephrina‐B2Fc  (R&D Systems Minneapolis, EEUU) o  los  fragmentos Fc  (R&D Systems 
Minneapolis,  EEUU)  usados  como  control,  a  10µg/µL,  a  37ºC  durante  1  hora.  A 
continuación,  la placa era nuevamente  lavada con PBS 1x atemperado y añadidas  las 
células  que  se  dejaban  decantar  al  fondo  del  pocillo  y  se  incubaban  5 min.  a  37ºC, 
recogiéndose después con PBS 1x frío (Ver esquema 18B).  
Esquema 18. Modelo de bloqueo y activación de la señalización EphB/ephrina‐B. Se muestra el modelo de 
bloqueo  en  suspensión  (A)  utilizando  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3,  así  como  el  modelo  de 
activación en placa  (B)  empleando proteínas de  fusión  ephrina‐B1Fc  y  ‐B2Fc  previa  preclusterización  con 
anti‐Inmunoglobulina G  humana  específica  para  fragmentos  Fc.  En  ambos  casos,  la  proteína  obtenida  se 
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Una  vez  recogidos  ambos  tipos  de  suspensiones  celulares  se  centrifugaban  a  4ºC  a 
1500 r.p.m. durante 5min. El pellet resultante era lisado mediante un tampón de lisis 
celular  especial  para  la  obtención  de  proteína  (Anexo  I)  durante  10 min.  en  hielo  y 






Scientific,  EEUU),  que  combina  la  reacción  de  las  proteínas  con  Cu2+  en  un  medio 
alcalino,  que  produce  Cu+,  con  un  reactivo  para  la  detección  de  éste  altamente 
selectivo y sensible denominado ácido bicinconínico, que presentaba un color púrpura 
con  una  fuerte  absorbancia  a  562nm.  Antes  de  determinar  la  concentración  de 
proteína  total  existente  en  nuestras  muestras  se  realizó  una  curva  patrón  con 
diferentes soluciones de BSA (albúmina de suero bovino) de concentración conocida, 
siguiendo  una  dilución  seriada  a  partir  de  una  muestra  a  2mg/mL,  donde 
interpolábamos la absorbancia de nuestra muestra. Una vez preparadas e incubadas a 
37ºC  durante  30 min.,  la  absorbancia  se medía  en  un  espectrofotómetro NanoDrop 
(ThermoFisher Scientific, EEUU).  
Una vez calculada la concentración proteica de la muestra, 10µg de proteína se diluían 
en  tampón  de  carga  a  una  concentración  final  1‐2x  (Anexo  I)  en  un  volumen  final 
máximo de 25µL que eran cargados en el gel. 
10.3. Western Blot (WB) 
El WB utilizó  como  tampón de  electroforesis MOPS  (ThermoFisher  Scientific,  EEUU), 
que  permite  resolver  moléculas  de  alto  peso  molecular.  Las  diferentes  muestras 
problema  fueron  hervidas  a  95ºC  durante  2min.  y  junto  con  el  patrón  de  peso 
molecular  conocido  (KDa,  ThermoFisher  Scientific,  EEUU)  eran  cargadas,  a 
continuación  en  un  gel  bis‐tris  de  poliacrilamida  al  4‐12%  (ThermoFisher  Scientific, 
EEUU),  sobre el que se realizaba una electroforesis (SDS‐PAGE) durante 1 hora a 150V. 
Posteriormente,  las proteínas  se  transferían sobre una membrana de polifluoruro de 
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vinilideno (PVDF) (BioRad, EEUU), previamente activada con metanol 100%, durante 1 
hora  a  100V.  Trascurrido  este  tiempo,  se  realizó  la  detección  antígeno‐anticuerpo 
sobre  la  membrana  transferida,  bloqueando  previamente  con  caseína  1x  (Sigma‐
Aldrich,  St  Louis,  MO,  EEUU)  durante  20  min.  en  balanceo,  para  evitar  uniones 
inespecíficas. La membrana se incubó con un anticuerpo primario (Tabla 2, Anexo III) 
diluido  en  caseína  1x  durante  toda  la  noche  a  4ºC,  en  oscuridad  y  en  balanceo. 
Posteriormente,  la  membrana  era  lavada  3  veces  durante  10 min.  con  tampón  Tris 
salino  al  0.05%  Tween20  (TBST;  Anexo  I).  La  detección  del  anticuerpo  primario, 
siempre y  cuando éste no  llevara  conjugado HRP  (Horseradish Peroxidase)  se  llevó a 
cabo  empleando  un  anticuerpo  secundario  (Tabla  2,  Anexo  III)  durante  una  hora  en 
oscuridad,  a  temperatura  ambiente  y  en  balanceo.  Antes  del  revelado  de  la 
membrana, se lavaba 2 veces durante 10 min. en tampón TBST, y una vez más en TBS 
(Anexo I). Para el revelado de la membrana se utilizó luminol (SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent  Substrate,  ThermoFisher  Scientific,  EEUU),  que  al  contacto  de  la 
misma con una película de autorradiografía, a diferentes tiempos según la proteína a 
detectar, quedaba impresionada.  
En  todos  los  casos,  tras  la  detección  de  la  proteína  de  interés,  se  eliminaban  los 
anticuerpos  (deshibridación),  utilizando  un  tampón  específico  (Tampón  de  stripping; 
Anexo I) y se volvía a analizar la membrana incubando con un anticuerpo anti‐GAPDH, 
usado  como  control  de  carga  proteica  y  necesario  para  relativizar  los  niveles  de 
fosforilación de cada muestra. 
Las películas de autorradiografía  fueron escaneadas en un equipo Bio‐RAD  (Bio‐RAD, 
Barcelona,  España)  y  analizadas  con  el  programa  informático  Quantity  One.  La 
identificación  de  las  bandas  proteicas  se  realizó  basándonos  en  el  peso  molecular 
indicado por las casas comerciales de los anticuerpos utilizados para su detección con 
respecto al patrón de proteínas de peso molecular conocido empleado. Los niveles de 
fosforilación  total,  EphB1‐Ptyr594+EphB2‐Ptyr604  y  EphB3‐Ptyr608  se  cuantificaron 
delimitando  el  volumen  ocupado  por  las  diferentes  bandas  objeto  de  estudio 
calculando el valor del parámetro Adj. Vol.  INT*mm2   que  representa  la  suma de  las 
intensidades  de  los  píxeles  dentro  de  la  zona  delimitada  por  el  volumen  de  un  solo 
píxel  (en mm2),  restando  en  algunos  casos  la  intensidad  del  fondo  de  la membrana 
cuando  existiera.  Para  cada muestra,  debido  a  la  variabilidad  en  las mediciones  a  la 
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  MATERIAL Y MÉTODOS 
hora  de  delimitar  el  área,  se  hizo  la  media  de  tres  mediciones  independientes 
considerando  a  esta media  el  valor  real  para  cada medición.  El  valor  obtenido  para 






Los  valores  obtenidos  en  cada  procedimiento  experimental  fueron  comparados 
mediante el análisis estadístico de la t de Student, indicando la significación estadística 
de  los  valores  obtenidos  (p‐valor)  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  la 
prueba  T  de Microsoft  Excel  (Microsoft,  EEUU).  Además,  antes  de  la  prueba  T,  para 






todos  los  casos  como  la  media  ±  SD  (desviación  estándar)  y  se  representan 



















































































































































































































 MATERIAL Y MÉTODOS 
ANEXO II 



































Alelo WT  60  ACGATTGCCTAGGCTCTTGCAGTAG GGGTACATCTCAGTGGTAGAATG 
Alelo mutante  60  GTCAGTTTCATAGCCTGAAGAACG GGGTACATCTCAGTGGTAGAATG 
EphB2LacZ 
Alelo WT  60  CACAAGTCATTTTTGCCACTCTAG TAAAACGACGGGATCATCGCGAGCC 
Alelo mutante  60  AGCCATGGTACCTTGAGGCATTTG CACAAGTCATTTTTGCCACTCTAG 
EphB3 
Alelo WT  75  GCTCCCGATTCGCAGCGCATCG CCAGCAACGCCGTGTGACCTGTG 
Alelo mutante  75  ACCAGGGAGCTGGTGTAGGTGGG CCAGCAACGCCGTGTGACCTGTG 
102 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Tabla  2:  Primers  utilizados  en  qPCR  para  el  análisis  de  la  expresión  de  distintas
moléculas.
GEN Tm %GC Secuencia
HPRT‐1 59  53  Forward  CCTCCTCAGACCGCTTTTT 59  43  Reverse  AACCTGGTTCATCATCGCTAA 
β5t 60  67  Forward  CTGTGGCTGGGACCACTC 60  55  Reverse  ATCTCCCTGCAGACAAGTGC 
CCL19 60  50  Forward  TGTGGCCTGCCTCAGATTAT 59  48  Reverse  AGTCTTCCGCATCATTAGCAC 
CCL21 60  56  Forward  TCCAAGGGCTGCAAGAGA 60  53  Reverse  TGAAGTTCGTGGGGGATCT 
Dll4 60  55  Forward  AGGTGCCACTTCGGTTACAC 60  50  Reverse  GGGAGAGCAAATGGCTGATA 
Foxn1 60  55  Forward  TGACGGAGCACTTCCCTTAC 60  48  Reverse  GACAGGTTATGGCGAACAGAA 
IL7 59  58  Forward  CTGCTGCAGTCCCAGTCAT 59  41  Reverse  TCAGTGGAGGAATTCCAAAGAT 
LTβR 60  62  Forward  GCTCCAGGTACCTCCTACTCG 59  53  Reverse  ATGGCCAGCAGTAGCATTG 
RANK 59  61  Forward  GTGCTGCTCGTTCCACTG 59  45  Reverse  AGATGCTCATAATGCCTCTCCT 
FGF7 59  55  Forward  TGGCTGACACCATGACTAGC 59  50  Reverse  GGCTACAGGCTGTCGTTTTT 
FGFR2IIIb 60  50  Forward  TGCATGGTTGACAGTTCTGC 60  50  Reverse  TGCAGGCGATTAAGAAGACC 
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Anti‐CD40  3/23  Rata  PE  AbD Serotec
2  CF, IF Biolegend1 




Anti‐MTS10  ‐‐‐‐  Rata  Sobrenadante  Cedido por Dr. 
Richard Boyd 
IF 




Lectina  ‐‐‐‐  FITC Biotina  Vector Labs4  CF, IF 
Anti‐PanCK  C11  Ratón  FITC  Sigma5  IF 
Anti‐Claudinas 
3,4  Policlonal  Conejo  Purificado 
Thermo Fisher 
Scientific6  CF, IF 
Anti‐CCL21  Policlonal  Cabra  Purificado  R&D7  IF Anti‐CCL25  Policlonal  Cabra  Purificado  IF 
Anti‐SDF1 
(CXCL12)  Policlonal   Conejo  Purificado  Fitzgerald8  IF 
Anti‐EphB2  Policlonal  Cabra  Purificado 
R&D7 
CF, IF 
Anti‐EphB3  Policlonal  Cabra  Purificado  CF, IF 
Anti‐ephrina‐B1  Policlonal  Cabra  Purificado  CF, IF 
Anti‐ephrina‐B2  Policlonal  Cabra  Purificado  CF, IF 
  Anti‐K5  Policlonal  Conejo  Purificado  Covance9  IF 
  Anti‐K8  Troma‐1  Rata  Purificado  Hybridoma Bank10  IF 
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(CD117)  2B8  Rata  PE  CF 
Anti‐CD4  GK1.5  Rata  APC  CF 
Anti‐CD8α  53‐6.7  Rata  APC 
BD11 
CF 
Anti‐Lin  cocktail  Ratón  APC  CF 
Anti‐CD25  PC61  Rata  PerCP/Cy5.5  CF 




(integrina‐α6)  GoH3  Rata  APC  CF 
Anti‐Vγ3 TCR 
 (Vγ5)  536  Hámster  FITC  BD11  CF 
Anti‐CD45 RB  C363.16A  Rata  PE, PECy7  CF 
Anti‐SSEA1  480  Ratón  PerCP/Cy5.5 FITC  Santa Cruz12  CF, IF 
Anti‐AIRE  5H12  Rata  Alexa Fluor® 647  BD11  IF Anti‐PIRA/B  6C1  Rata  PE  CF 
Anti‐β5t  Policlonal   Conejo  Purificado  MBL13  CF, IF 
Anti‐PDPN  8.1.1  Hámster  Alexa Fluor® 488  Biolegend1  IF 
Anti‐CD254 
(RANKL)  IK22/5  Rata  PE  Biolegend1  CF 






Anti‐rata IgG  Burro  Alexa Fluor® 594  Thermo Fisher Scientific6  IF 
Anti‐rata IgG  Burro  AMCA  Jackson 
ImmunoResearch14 
IF 
Anti‐rata IgM  Cabra  PE  CF 
Anti‐rata IgM  Cabra  DyLight™ 594  IF 
Anti‐cabra IgG  Burro  Alexa Fluor® 488  Thermo Fisher 
Scientific6 
CF, IF 
Anti‐conejo IgG  Burro  Alexa Fluor® 488  IF 
Anti‐conejo IgG  Burro  AMCA  Jackson ImmunoResearch14  IF 
Anti‐conejo IgG  Burro  Alexa Fluor® 405  Thermo Fisher 
Scientific6 
IF 
Anti‐conejo IgG  Burro  Alexa Fluor® 647  CF 
Anti‐Biotin 
























Anti‐GAPDH  Conejo  No  Millipore17 
         
Secundario  Anti‐conejo IgG‐HRP  Cabra  HRP‐conjugado  Santa Cruz12 
 
1Biolegend, CA, EEUU; 2AbD Serotec, CA, EEUU; 3Abcam, MA, EEUU; 4 Vector Labs, CA, 
EEUU;            5Sigma‐Aldrich,  St  Louis, MO,  EEUU;  6ThermoFisher  Scientific, MA,  EEUU; 
7R&D  Systems  Minneapolis,  EEUU;  8Fitzgerald,  MA,  EEUU;  9Covance,  CA,  EEUU; 
10Developmental Studies Hybridoma Bank, University of  Iowa, EEUU; 11BD Bioscience, 
CA,  EEUU;  12Santa  Cruz  Biotechnology,  CA,  EEUU;  13MBL,  Japón;  14Jackson 







































12.5F y 17.5F. Las gráficas muestran  la evolución de  la  celularidad  tímica en  los  timos 
WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐. Nótese como incrementa de manera significativa la 
celularidad  a  lo  largo  del  desarrollo  en  los  diferentes  animales  analizados.  Los  datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  por  estadio.  La 



















































































EphB2  y  EphB3  cursaba  con  un  descenso  en  la  celularidad  tímica  total,  tanto  en 
estadios adultos como en estadios fetales (15.5F y 17.5F) y neonatales (2PN) (Alfaro y 
















































































Figura  3.  Análisis  comparado  de  la  celularidad  tímica  entre  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ   y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐ a  lo  largo del desarrollo embrionario (12.5F‐
17.5F). (A) La gráfica muestra el incremento en la celularidad tímica entre los timos 
EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ,  mostrando  los  primeros  exclusivamente  una  reducción 
significativa  a  17.5F.  (B)  Los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  muestran  la  misma 
celularidad tímica total en todos los estadios analizados. Los datos corresponden a 




timos WT, era menos acusado, aun existiendo en  los  timos mutantes,  con  lo que  las 
diferencias entre ambos eran más evidentes a partir de ese momento. Por otro lado, al 




















Además  de  analizar  la  celularidad  tímica  total,  estudiamos  la  evolución  de  los 






12.5F.  Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  por  cada  estadio.  La 

























































































a  12F  (Itoi  y  cols.,  2001),  y  por  otra,  la  estromal  (CD45‐),  que  está  constituida 










células WT CD45+  (Fig. 5A,  línea continua)  incrementaba significativamente estadio a 
estadio  (desde  12.5F  a  17.5F),  en  correlación  con  un  descenso  significativo  en  la 
proporción  de  células  CD45‐  (Fig.  5A,  línea  discontinua).  La  evolución  en  los  timos 
EphB2‐/‐  (Fig.  5B),  EphB2LacZ  (Fig.  5C)  y  EphB3‐/‐  (Fig.  5D)  para  ambas  poblaciones 
(CD45+, CD45‐) fue similar a la descrita en los timos WT; sin embargo, todos los valores 































en  timos  WT  como  mutantes,  se  produce  un  incremento  de  la  proporción  de  la 
población CD45+ (línea continua) y un descenso en la de las células estromales CD45‐ 
(línea  discontinua).  Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al menos,  5  fetos 
analizados  en  cada  estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores  obtenidos 
compara un estadio  respecto del anterior para  cada una de  las  subpoblaciones y  se 
indica como: **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis de la t de Student. 
1 1 1 1 1

























































































































Figura  6.  Comparación  de  la  evolución  en  los  porcentajes  de  la  población  tímica  CD45+  a  lo  largo  del 


















































































Esta  reducción  en  los  porcentajes  de  células  CD45+  mutantes  respecto  a  los  WT 
correlacionaba  con  un  incremento  significativo  en  el  porcentaje  de  células  CD45‐  en 




Por otro  lado,  las proporciones de  células CD45+  siempre eran menores en EphB2‐/‐ 









































































































Para  comprobar  la  contribución  de  cada  una  de  las  dos  subpoblaciones  a  la 
hipocelularidad  tímica  total  observada  en  los  ratones  mutantes,  se  analizaron  los 
números  absolutos  de  cada  una  de  ellas.  Tal  y  como  se  representa  en  las  gráficas 
correspondientes,  el  número  de  células  linfoides  WT  CD45+  (Fig.  9)  aumentaba 
significativamente  entre  12.5F  y  17.5F,  con  un  fuerte  incremento  a  partir  de  14.5F. 
Este incremento de células CD45+ también se producía en los timos mutantes (Fig. 9). 
Sin embargo, el número de  células en  los  timos EphB2‐/‐  (Fig.  10A),  EphB2LacZ  (Fig. 
10B)  y  EphB3‐/‐  (Fig.  10C)  era  significativamente menor  que  el  de  los  timos WT  en 
todos los estadios analizados, pero particularmente evidente a partir de 14.5F. En este 
estadio,  la expansión celular no era tan acusada como  la observada en  los  timos WT 
(Fig.  10).  De  nuevo,  sólo  hubo  diferencias  significativas  al  comparar  los  números  de 
células de los timos mutantes EphB2‐/‐ y EphB2LacZ a 17.5F (Fig. 11A), pero no entre 
Figura  8.  Análisis  comparado  de  la  evolución  de  los  porcentajes  de  las 
poblaciones  CD45+  y  CD45‐  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F) 
entre timos EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐.  (A) Los timos EphB2‐
/‐ presentan un porcentaje significativamente menor de células CD45+ sólo a 15.5F 
respecto  de  los  timos  EphB2LacZ.  (B)  Los  timos  EphB2‐/‐  presentan 
significativamente menor porcentaje de células CD45+ sólo a 13.5F respecto de los 
timos EphB3‐/‐. (C) Los timos EphB2‐/‐ tienen significativamente mayor porcentaje 
de  células  CD45‐  sólo  a  15.5F  respecto  de  los  timos  EphB2LacZ.  (D)  Los  timos 
EphB2‐/‐  sólo  tienen un  porcentaje  significativamente mayor  de  células  CD45‐  a 
13.5F respecto de los timos EphB3‐/‐. Los datos corresponden a la media (±SD) de, 
al menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación  estadística  de  los 















































































































































































































Figura 10. Comparación de  la evolución del número de células CD45+ a  lo  largo del desarrollo embrionario 
(12.5F‐17.5F) entre timos WT y EphB2‐/‐ (A), WT y EphB2LacZ (B) y WT y EphB3‐/‐ (C).  Las gráficas muestran 
el  incremento  en  la  celularidad  en  los  timos WT  con  respecto  a  los  diferentes  timos mutantes  analizados. 


















































































































partir  de  15.5F.  La  cinética  de  crecimiento  de  las  células  CD45‐  era  similar  en  los 















en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  Nótese  el  incremento  de  la 
celularidad  a  lo  largo  del  desarrollo  en  los  diferentes  animales  analizados.  Los  datos 
corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La 













































































largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F)  entre  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  (A) No  hay  diferencias  significativas  en  el 
número de células CD45+ en los timos EphB2‐/‐ respecto a los EphB2LacZ, salvo a 
17.5F. (B)  Tampoco hay diferencias en la celularidad de la población CD45+ entre 
los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐.  Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al 

































































14B),  salvo entre  los  timos EphB2‐/‐  y EphB3‐/‐ a 13.5F, probablemente por  la mera 











Figura  13.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  número  de  células  CD45‐  a  lo  largo  del  desarrollo 
embrionario (12.5F‐17.5F) entre timos WT y EphB2‐/‐, WT y EphB2LacZ y WT y EphB3‐/‐. (A) Los timos EphB2‐
/‐ presentan un número significativamente menor de células CD45‐  los  timos WT desde 15.5F.  (B)  Los  timos 
EphB2LacZ tienen un número significativamente menor de células desde 14.5F respecto a los timos WT. (C) Los 












































































largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F)  entre  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  La  gráfica  muestra  la  falta  de  diferencias 
significativas en el número de células CD45‐ entre  timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ 
(A), y entre los primeros y EphB3‐/‐, excepto a 13.5F (B). Los datos corresponden 
a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La 




















































Puesto  que  las  células  del  estroma  tímico  incluyen  poblaciones  epiteliales  y 
mesenquimales,  utilizamos  el  marcador  epitelial  EpCAM  (Rossi  y  cols.,  2007)  para 





significativamente  a  lo  largo  del  desarrollo  fetal.  La misma  tendencia  fue  observada 
para esta población en  los  timos mutantes EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐  (Fig. 16), 
aunque  el  perfil  en  estos  últimos  era  algo  diferente  con  una  caída  mucho  más 
pronunciada a 13.5F. Comparando los valores mutantes con los WT se observó que la 
población  EpCAM+CD45‐  era  significativamente  mayor  desde  12.5F  hasta  15.5F  en 
EphB2‐/‐  (Fig.  17A),  y  sólo  a  13.5F  en  EphB2LacZ  (Fig.  17B).  No  había  diferencias, 
curiosamente,  entre  EphB3‐/‐  y WT  (Fig.  17C).  Al  comparar  la  población entre  timos 
mutantes se observó que en algunos estadios los timos EphB2‐/‐ presentaban mayores 






































Figura  17.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  porcentaje  de  células  EpCAM+CD45‐  a  lo  largo  del 
desarrollo embrionario (12.5F‐17.5F) entre timos WT y EphB2‐/‐, WT y EphB2LacZ y WT y EphB3‐/‐. (A) Los 
timos EphB2‐/‐ presentan un porcentaje  significativamente mayor de células EpCAM+CD45‐ entre 12.5F y 15.5F 
respecto  a  los  timos  WT.  (B)  Los  timos  EphB2LacZ,  por  el  contrario,  sólo  muestran  un  porcentaje 














































































menos,  5  fetos analizados por  cada estadio.  La  significación estadística de  los  valores 































































































En  números  absolutos  la  población  EpCAM+CD45‐  incrementaba  gradualmente  a  lo 
largo  del  desarrollo  (Fig.  19),  tanto  en  timos  WT  como  mutantes,  con  diferencias 

















Figura  18.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  porcentaje  de  células 
EpCAM+CD45‐ a lo largo del desarrollo embrionario (12.5F‐17.5F) entre timos 

























































número  de  células  EpCAM+CD45‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐. 























































































los EphB2LacZ (Fig. 20B) y no en  los EphB3‐/‐  (Fig. 20C). Como antes  indicábamos, el 





Al  comparar  esta población entre  los distintos  timos mutantes  se observaba que  los 








pero  menor  desde  15.5F  respecto  a  los  timos  WT.  (B)  Los  timos  EphB2LacZ  presentan  un  número 
significativamente menor de células EpCAM+CD45‐ desde 14.5F, pero más alto a 13.5F respecto a los WT. (C) 
Los  timos  EphB3‐/‐ muestran  un  número  significativamente  menor  de  células  EpCAM+CD45‐  desde  13.5F 
respecto a los WT. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. 





























































































partir de 13.5F a  lo  largo del desarrollo fetal,  tanto en el timo de animales WT como 
deficientes para EphB2, EphB2LacZ o EphB3, con una fuerte caída entre este estadio y 
el siguiente (Fig. 22). No había diferencias en el porcentaje de células mesenquimales 


















WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 17.5F. Las  gráficas muestran  la  evolución del 




de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación  estadística  de  los 








































































Figura  21.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  número  de  células 
EpCAM+CD45‐  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F)  entre  timos 
EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐. (A) Los timos EphB2‐/‐ presentan 
mayor  número  de  células  EpCAM+CD45‐  entre  14.5F  y  15.5F  que  los  timos 
EphB2LacZ, y en todos  los estadios salvo el  inicial y el  final  respecto a  los timos 























































































Al  analizar  el  número  absoluto  de  células  EpCAM‐CD45‐  se  observó  un  aumento 



































































































































Figura  24.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  porcentaje  de  células 
EpCAM‐CD45‐ a lo largo del desarrollo embrionario (12.5F‐17.5F) entre timos 



























Al  comparar  los  valores  mutantes  con  los  WT  (Fig.  26A‐C),  se  confirmaba  que  la 
evolución  de  los  valores  era  la  misma,  aunque  en  general,  en  los  tres  casos  eran 
ligeramente menores hasta 15.5F, con diferencias significativas en algunos estadios, y 
ligeramente superiores a 17.5F en los timos EphB2LacZ (Fig. 26B) y EphB3‐/‐ (Fig. 26C), 
pero  sin  significación  estadística.  Tampoco  se  observaron  diferencias  significativas  al 
comparar los valores mutantes EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ (Fig. 27A) y EphB2‐/‐ vs EphB3‐
/‐  (Fig.  27B).  Estos  datos  indican,  por  un  lado,  que  a menor  tamaño  tímico,  menor 
número  de  células  mesenquimales  y,  por  otro,  que  el  descenso  en  el  número  de 
células CD45‐ observado a partir de 15.5F en los timos mutantes se debía básicamente 







Figura  25.  Evolución del  número  de  células mesenquimales  (EpCAM‐CD45‐)  en  timos 
WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 17.5F. Las gráficas muestran la evolución en el 
número  de  células  EpCAM‐CD45‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐. 
Nótese  el  incremento  gradual  del  número  de  células  mesenquimales  a  lo  largo  del 
desarrollo en los diferentes animales analizados hasta 15.5F y, particularmente a 17.5F. 
Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada 































































































WT como mutantes,  calculamos el  ratio EpCAM‐CD45+/EpCAM+CD45‐ para  saber si  la 
relación de timocitos y células epiteliales se mantenía igual en los timos WT que en los 
mutantes  a  lo  largo  de  la  maduración  o  si  seguían  desarrollos  asimétricos, 
independientes. Se utilizaron en este caso los valores de la fracción R4 (EpCAM‐CD45+) 




embrionario  (12.5F‐17.5F)  entre  timos  WT  y  EphB2‐/‐,  WT  y  EphB2LacZ  y  WT  y  EphB3‐/‐.  (A)  Los  timos 
EphB2‐/‐ presentan un número menor de células mesenquimales desde 13.5F  respecto a  los  timos WT, con 
diferencias significativas sólo a 13.5F y 15.5F. Igual resultado se observa en timos EphB2LacZ (B) y EphB3‐/‐ (C) 
pero con valores ligeramente superiores a 17.5F, respecto a los timos WT, aunque no significativamente. Los 
datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación 










































































EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  No  hay  diferencias  significativas  entre  los  valores 








































































los timos WT tienen más células  linfoides en general  (Fig. 10), y  los mutantes menos 
células epiteliales (Fig. 20). Al comparar el ratio entre los ratones mutantes EphB2‐/‐ vs 
EphB2LacZ  (Fig.  30A)  observábamos  que  los  ratones  deficientes  para  EphB2, 









avanza el desarrollo  fetal en todos  los timos analizados. Los datos corresponden a  la 




































































































Como  hemos  indicado  los  timos  deficientes  en  EphB  mostraban  cambios  en  la 
celularidad tímica total, y en las proporciones y números absolutos de las poblaciones 
linfoides  y  epiteliales.  A  continuación,  analizamos  si  los  defectos  observados  en  la 




/‐  presentan un  ratio  significativamente menor  desde  12.5F  y  hasta  15.5F  respecto  a  los WT.  (B)  Los  timos 
EphB2LacZ tienen menor ratio a 12.5F y 13.5F, pero mayor a 15.5F y 17.5F respecto a  los WT.  (C)  Los  timos 
EphB3‐/‐  sólo  muestran  un  ratio  significativamente  menor  a  12.5F  que  se  hace  mayor  a  13.5F.  Los  datos 
corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La significación estadística de 


















































































Figura  30.  Estudio  comparado  de  la  evolución  del  ratio  EpCAM‐
CD45+/EpCAM+CD45‐  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F) 
entre  timos  EphB2‐/‐  vs  EphB2LacZ  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  (A)  Los  timos 
EphB2‐/‐  presentan  un  ratio  significativamente  menor  que  los  timos 
EphB2LacZ  desde  14.5F.  (B)  Los  timos  EphB2‐/‐  tienen  menor  ratio  desde 
13.5F  respecto a  los  timos EphB3‐/‐,  pero  sólo de  forma  significativa en  los 
estadios más tempranos (13.5F y 14.5F).  Los datos corresponden a la media 
(±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación 































































población  inmadura  definida  por  la  expresión  del  marcador  MTS20  (células 
EpCAM+CD45‐MTS20+) (Fig. 31). Este marcador,  junto a MTS24, ha sido utilizado para 
definir  una  población  epitelial  inmadura  EpCAM+CD45‐MTS20+  (MTS20+)  (Bennett  y 
cols.,  2002),  que  en  un  principio  se  consideró  que  incluía  progenitores  epiteliales 
bipotentes  capaces  de  dar  lugar  al  epitelio  cortical  y  al  medular,  y  que  da  lugar  a 
células EpCAM+CD45‐MTS20‐  (MTS20‐)  (Depreter y cols., 2008). Resultados previos de 




El  estudio  por  citometría  de  flujo  aquí  realizado  mostraba,  al  igual  que  se  había 
descrito  utilizando  el  marcador  MTS24  (Rossi  y  cols.,  2007),  que  la  proporción  de 
células  MTS20+  (Fig.  31  y  Fig.  32A,  línea  continua)  constituía  a  12.5F  la  práctica 
totalidad  de  las  células  epiteliales  del  primordio  tímico,  disminuyendo  significativa  y 
gradualmente  en  los  siguientes  estadios  hasta  17.5F  (Fig.  32A).  El  descenso  en  el 
porcentaje  de  esta  población  correlacionaba,  naturalmente,  con  un  incremento 
significativo en la proporción de células MTS20‐ (Fig. 31 y Fig. 32A, línea discontinua). 
Figura  31.  Identificación  y  evolución  de  las  poblaciones  epiteliales  tímicas  MTS20+ y  MTS20‐  durante  el 
desarrollo embrionario (12.5F‐17.5F) en timos WT. Se delimitó la población tímica total (R1) según el dot plot 
de  tamaño  y  complejidad  (FSC‐SSC)  a  partir  del  cual  se  identificó  la  población  epitelial  EpCAM+CD45‐  (R2). 





























B,  C),  observábamos  que  la  proporción  de  células  MTS20+  en  todos  era 








































































































WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-




todos  los  timos,  aunque  en  los WT,  pero  no  en  los  mutantes,  lo  hace  ya  desde 








timos  mutantes  (Fig.  33A,  B,  C).  Solamente  en  ratones  EphB3‐/‐  de  14.5F,  las 
diferencias no eran significativas. Estos resultados indicarían un retraso en la aparición 










WT  y  EphB2‐/‐  (A), WT  y  EphB2LacZ  (B)  y WT  y  EphB3‐/‐  (C)  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐















































































WT  y  EphB2‐/‐  (A), WT  y  EphB2LacZ  (B)  y WT  y  EphB3‐/‐  (C)  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  (12.5F‐
17.5F). Los  timos EphB2‐/‐  (A)  y  EphB2LacZ  (B)  presentan un porcentaje  significativamente mayor de  células 
MTS20‐  a 12.5F y  menor desde 13.5F respecto a los WT. Los timos EphB3‐/‐ (C) se comportan como los timos 
EphB2‐/‐ y EphB2LacZ excepto a 14.5F, donde los porcentajes son iguales al de los WT. Los datos corresponden 
a  la media  (±SD)  de,  al menos,  5  fetos  analizados  en  cada estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores 


































































































finalmente  caía.  Las  poblaciones  MTS20‐  incrementan  en  todos  los  timos  mutantes 
entre  13.5F‐14.5F,  pero  no  antes,  cayendo  en  el  caso  de  EphB3‐/‐  (Fig.  36D)  entre 
15.5F‐17.5F, aunque no significativamente. Por el contrario, en los timos EphB2‐/‐ (Fig. 
36B)  aunque  aumentaba  entre  15.5F  y  17.5F  lo  hacía  de  manera  ligera  y  tampoco 
significativamente,  mientras  que  en  los  timos  EphB2LacZ  (Fig.  36C),  el  patrón  se 
Figura  35.  Análisis  comparado  de  la  evolución  de  los  porcentajes  de  las 
poblaciones epiteliales MTS20+ (A, B) y MTS20‐ (C, D) a lo largo del desarrollo 
embrionario (12.5F‐17.5F) entre timos EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ (A, C) y EphB2‐
/‐  vs  EphB3‐/‐  (B,  D).  Los  timos  EphB2‐/‐  presentan  un  porcentaje 
significativamente  mayor  de  células  MTS20+  a  14.5F  respecto  de  los  timos 
EphB2LacZ (A) y EphB3‐/‐ (B) y menor a 15.5F respecto de los primeros (A). Los 
timos  EphB2‐/‐  presentan  un  porcentaje  significativamente menor  de  células 
MTS20‐  a  14.5F  respecto  de  los  timos  EphB2LacZ  (C)  y  EphB3‐/‐  (D)  y  un 
porcentaje  significativamente mayor  a  15.5F  respecto  a  los  primeros  (C).  Los 
datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada 





























































































































Al  comparar  los  valores  absolutos  mutantes  con  los  WT  para  cada  una  de  las 
poblaciones, observábamos que no había diferencias significativas a 12.5F entre ellos, 
aunque  los  valores  son  menores  en  los  mutantes,  porque  en  porcentaje  lo  son 
significativamente  (ver  Fig.  33)  aunque  el  número  total  de  células  epiteliales 






WT  (A),  EphB2‐/‐  (B),  EphB2LacZ  (C)  y  EphB3‐/‐  (D)  a  lo  largo  del  desarrollo 
embrionario (12.5F‐17.5F). Las gráficas muestran como la población MTS20+ (línea 
continua) aumenta conforme avanza el desarrollo desde 13.5F en todos los timos, 
aunque  en  los WT  lo  sigue  haciendo  hasta  17.5F  y  en  los mutantes  a  partir  de 
14.5F en el caso de EphB2‐/‐ (B) y de 15.5F en el de EphB2LacZ (C) o EphB3‐/‐ (D) 
comienzan  a  caer  o  se  mantienen.  En  cambio,  la  población  MTS20‐  (línea 
discontinua) incrementa en los timos WT desde 13.5F, y más bruscamente a partir 
de 14.5F, mientras en los timos mutantes el incremento es menor, llegando hasta 
17.5F  en  los  timos  EphB2LacZ,  y  hasta  15.5F  en  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐.  Los  datos 
corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La 
significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se  refiere  a  un  estadio  con 
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timos  EphB2‐/‐  (A)  presentan  un  número  significativamente  mayor  de  estas  células  entre  13.5F  y  14.5F, 
mientras que a 17.5F su número es menor respecto a los valores WT. Los timos EphB2LacZ (B) presentan un 
número significativamente mayor de células MTS20+ a 13.5F, pero menor a 17.5F respecto a los  WT. Los timos 
EphB3‐/‐  (C) muestran menor número desde 13.5F  respecto  a  los  timos WT.  Todos  los mutantes  tienen un 
menor número de células MTS20+ respecto a los timos WT a 12.5F, pero las diferencias no son significativas. 
Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación 







































































mayor  sólo  a  13.5F  y menor  a  17.5F.  Los  timos  EphB3‐/‐  (Fig.  37C)  presentaban  un 
número  absoluto  de  células  inmaduras  menor  en  todos  los  estadios,  posiblemente 
debido  a  la  menor  celularidad  epitelial  existente  en  estos  ratones  desde  13.5F.  En 
resumen,  el  menor  número  de  células  tímicas  totales  y  epiteliales  en  los  timos 
mutantes  explica  estos  resultados  algo  relacionados  con  el  ciclo  y  la  muerte  de  las 
células mutantes  como  luego describiremos.  En el  caso de  la población MTS20‐  (Fig. 
38A, B, C), todos los mutantes mostraban valores significativamente menores respecto 
a  los  valores  WT  desde  13.5F,  que  en  los  últimos  estadios  se  mantenían  o  incluso 
disminuían  como  ya  habíamos  indicado  (Fig.  36),  demostrando  un  retraso  en  la 
aparición de las células más maduras. Curiosamente a 12.5F, la población MTS20‐ (Fig. 
38)  está  significativamente  aumentada  en  los  timos mutantes,  lo  que  podría  indicar 
que se trata de células aún más inmaduras que no han diferenciado el marcador, más 






(Fig.  39A)  y  desde  13.5F  hasta  15.5F  al  comparar  con  los  EphB3‐/‐  (Fig.  39B), 





Figura 38. Análisis  comparado de  la evolución del número de células epiteliales MTS20‐ entre  timos WT y 
EphB2‐/‐  (A),  WT  y  EphB2LacZ  (B)  y  WT  y  EphB3‐/‐  (C)  durante  el  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F).  
Todos los timos mutantes presentan menor número de células MTS20‐  desde 13.5F respecto a los timos WT. 
Por el contrario, a 12.5F los valores más altos corresponden a los timos mutantes. Los datos corresponden a la 
media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores 

















































































entre  los  timos  deficientes  en  EphB2  vs  EphB2LacZ  (Fig.  40A),  los  timos  EphB2‐/‐ 
presentaban un mayor número de estas células con valores significativos a 15.5F; y al 























vs  EphB2LacZ  (A)  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐  (B).  Los  timos  EphB2‐/‐  (A)  presentan 
mayor número de  células MTS20+  desde 14.5F  respecto de  los  timos  EphB2LacZ, 
pero  los  valores  sólo  son  estadísticamente  significativos  en  ese  estadio;  y  desde 
13.5F respecto de los  EphB3‐/‐, pero no a 17.5F (B). Los datos corresponden a la 
























































y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐  (B).  Los  timos  EphB2‐/‐  (A)  presentan  un  número 






































































En  resumen,  nuestros  resultados  muestran  un  claro  retraso  en  la  aparición  de  las 
células  MTS20‐  que  se  correlaciona  con  un  incremento  en  la  proporción  de  células 
MTS20+  en  los  timos  deficientes  en  EphB,  con  especial  relevancia  en  el  caso  de  los 
EphB2‐/‐  y  sugieren que ese  retraso aparece ya a 12.5F.  En este estadio,  los  valores 
MTS20‐  reflejan  la  existencia  de  una  población  primitiva  que  no  expresa  todavía  el 
marcador MTS20. 
 
1.3.  Evolución  de  las  poblaciones  epiteliales  tímicas  definidas  en  base  a  la 
expresión de los marcadores Ly51 y UEA1 
Los resultados descritos anteriormente sugerían un retraso en  la aparición de células 
maduras MTS20‐  a  partir  de  la  población  inmadura MTS20+  en  los  timos  fetales  de 
ratones mutantes. Como la población MTS20‐ es una población heterogénea que entre 
15.5F‐17.5F constituye la mayoría de las células epiteliales EpCAM+, quisimos conocer 
con  que  poblaciones  epiteliales  maduras  concretas  estaba  asociado  el  menor 
porcentaje de células MTS20‐. Para ello analizamos inicialmente la expresión de otros 
marcadores epiteliales como son Ly51 y UEA1 (Ulex europaeus lectin agglutinin 1), que 







de aparición y  la evolución de  las diferentes poblaciones epiteliales definidas por  los 
marcadores Ly51 y UEA1 en el timo de animales WT y deficientes en las distintas EphB 
en estudio. El análisis se realizó entre los estadios 12.5F‐17.5F y a 7 días de desarrollo 
postnatal  (7PN),  para  analizar  mejor  en  este  último  caso  el  desarrollo  final  de  la 
población medular  UEA1  que  ocurre  básicamente  después  del  nacimiento  (Dumont‐
Lagace y cols., 2014).  
Tal y como se muestra en la Figura 41, en el timo de los animales WT, la aparición de 
los marcadores  Ly51  y UEA1  varía  a  lo  largo  del  tiempo,  de manera  que  se  pueden 
definir diferentes subpoblaciones en base a los niveles de expresión de las moléculas. 
De acuerdo a la expresión de Ly51 pueden definirse subpoblaciones negativas (‐) (1, 5, 
9),  low  (lo)  (2,  6,  10), medium  (med)  (3,  7,  11)  y  high  (hi)  (4,  8,  12),  y  para  UEA1, 
negativas (‐) (1‐4), low/medium (lo/med) (5‐8) y high (hi) (9‐12). Así, a 12.5F (Fig. 41) la 
principal  población  epitelial  es  Ly51‐UEA1‐  (1),  considerándose  la  población  más 
inmadura por no expresar ninguno de los dos marcadores. Hay también una pequeña 
proporción de células Ly51loUEA1‐  (2) y UEA1lo/med  (6), así  como algunas células Ly51‐
UEA1lo/med  (5).  Conforme  avanza  el  desarrollo,  como  consecuencia  de  la  regulación 
positiva  de  Ly51,  la  población  más  primitiva  Ly51‐UEA1‐  va  desapareciendo  siendo 
prácticamente  inexistente  a  15.5F  (Fig.  41)  y  se  expande  (13.5F)  la  población 
Ly51loUEA1‐  (2),  que  constituye  a  14.5F  la  inmensa mayoría  de  las  células  epiteliales 





definir  las  siguientes  subpoblaciones:  1=Ly51‐UEA1‐,  2=Ly51loUEA1‐,  3=Ly51medUEA1‐,  4=Ly51hiUEA1‐,  5=Ly51‐
UEA1lo/med,  6=Ly51loUEA1lo/med,  7=Ly51medUEA1lo/med,  8=Ly51hiUEA1lo/med,  9=Ly51‐UEA1hi,  10=Ly51loUEA1hi, 










células  Ly51hi  (12),  siendo  la mayoría  Ly51med  (11),  Ly51lo  (10)  o  Ly51‐  (9).  Sólo  unas 
pocas células eran Ly51hiUEA1lo/med (8).  
 
En  las representaciones de  la Figura 42, pueden verse también  la evolución de todas 
estas  poblaciones  epiteliales.  En  la  gráfica  A,  se  observa  la  caída  gradual  de  la 
población Ly51‐UEA1‐, muy mayoritaria a 12.5F pero que prácticamente desaparece a 
partir  de  15.5F.  En  relación  con  ello,  las  distintas  poblaciones  que  van  regulando 
positivamente  Ly51  y  UEA1  van  aumentando  a  lo  largo  del  desarrollo  tímico: 
Ly51loUEA1‐  aumentaba  hasta  el  día  14.5F  y  ahí  empezaban  a  disminuir  hasta  casi 
desaparecer  a  17.5F,  en  correlación  con  el  aumento  de  la  expresión  de  Ly51  que,  a 
partir de 14.5F, incrementa considerablemente el porcentaje de células Ly51medUEA1‐ 
que comienzan a caer a 15.5F para dejar paso a una mínima población Ly51hiUEA1‐ a 
17.5F  y  7PN.  El  porcentaje  de  células  UEA1lo/med  es  muy  bajo  a  lo  largo  de  todo  el 
proceso  salvo  en  el  caso  de  las  células  Ly51medUEA1lo/med  que  tiene  una  repentina 
subida  a  17.5F  para  caer  de  nuevo  a  7PN  (B).  El  comportamiento  de  esta  población 
refleja,  por  un  lado,  la  tardía  aparición  del  marcador  (B)  y,  por  otro,  su  rápida 
regulación  (C),  de manera  que  a  partir  de  13.5F  comienza  a  aumentar  la  población 
Ly51‐UEA1hi con un brusco incremento entre 17.5F y 7PN; las poblaciones Ly51loUEA1hi 
y  Ly51medUEA1hi  son  prácticamente  inapreciables  hasta  15.5F,  incrementando 
entonces  bruscamente.  Finalmente,  a  partir  de  17.5F  hay  un  pequeño  y  gradual 
aumento  de  la  población  Ly51hiUEA1hi.  Podríamos  describir,  por  tanto,  dos  etapas 
durante el desarrollo WT en función de  la expresión de  los marcadores Ly51 y UEA1: 
una etapa  inicial  hasta 17.5F donde  se produce  fundamentalmente  la  regulación del 
marcador Ly51 que coincide con la expansión del epitelio cortical, y una segunda etapa 










El  proceso  de  maduración  de  las  subpoblaciones  definidas  por  Ly51  y  UEA1  en  los 
ratones  WT  permite  distinguir,  por  tanto,  distintos  estadios  (Fig.  42).  A  la  hora  de 
comparar el patrón WT con el observado en los ratones mutantes nos centraremos en 
los siguientes aspectos: 
Figura  42.  Evolución  de  las  subpoblaciones 
epiteliales Ly51 en relación a la expresión de UEA1 
en  timos  WT  durante  el  desarrollo  embrionario 
(12.5F‐17.5F) y 7PN. Las gráficas muestran, dentro 
de  la  población  EpCAM+CD45‐,  la  evolución  de  las 
distintas  subpoblaciones  Ly51  en  base  a  la 
expresión  diferencial  de  UEA1:  UEA1‐  (A), 
UEA1lo/med  (B)  y UEA1hi  (C).  Tal  y  como se observa 
en  las  gráficas  (A)  la  expresión  de  Ly51  aparece 
antes  que  la  de  UEA1;    las  población  Ly51lo  y 
Ly51med  incrementan  hasta  15.5F.  A  partir  de  ese 
estadio  aparecen  células  Ly51medUEA1lo/med  (B)  y  a 
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Hay  que  resaltar  en  este  sentido  que  la  mayoría  de  los  autores  que  han  realizado 






o  Ly51hi    que  expresan  UEA1lo/med  y  en  la  población  medular  (UEA1hi)  se  podían 
encontrar células Ly51lo y Ly51med. 
 





de  timos  EphB2‐/‐  era  significativamente menor  (Fig.  44)  lo  que  indicaba  un menor 
porcentaje  de  progenitores  inmaduros  diferenciados.  A  partir  de  ese  momento,  las 
proporciones de esta población eran significativamente más altas en  todos  los  timos 









UEA1  durante  el  desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F)  y  a  7PN  en  los  timos WT  y  deficientes  en  EphB.  Se 
analizó  la aparición de distintas  subpoblaciones epiteliales dentro de  la población EpCAM+CD45‐ en  los  timos 
EphB2‐/‐,  EphB2LacZ y  EphB3‐/‐ en comparación a  los WT,  según el nivel de expresión del marcador  cortical 
Ly51 y el medular UEA1. Tal y como se observa en los dot plots a lo largo del desarrollo se definen las siguientes 
subpoblaciones:  1=Ly51‐UEA1‐,  2=Ly51loUEA1‐,  3=Ly51medUEA1‐,  4=Ly51hiUEA1‐,  5=Ly51‐UEA1lo/med, 
6=Ly51loUEA1lo/med,  7=Ly51medUEA1lo/med,  8=Ly51hiUEA1lo/med,  9=Ly51‐UEA1hi,  10=Ly51loUEA1hi, 
11=Ly51medUEA1hi  y  12=Ly51hiUEA1hi.  Nótese  como  el  patrón  de  diferenciación  experimentado  en  los  timos 











En  correlación  con  este  resultado,  a  13.5F  la  proporción  de  células  Ly51loUEA1‐  era 
significativamente menor en los tres mutantes y así se mantenía hasta 14.5F, excepto 
para los timos EphB2LacZ (Fig. 45A). A partir de 15.5F, las células Ly51loUEA1‐, salvo en 
timos  EphB2LacZ,  alcanzaban  valores  significativamente  mayores  que  los  controles 
(Fig.  45A).  En  el  caso  de  EphB2LacZ,  la  caída  del  porcentaje  de  células  Ly51loUEA1‐ 
entre  14.5F  y  15.5F  se  debía  al  paso  de  muchas  de  ellas  a  la  condición  de  células 
Ly51medUEA1‐ (Fig. 45B), sugiriendo un comportamiento más similar al de  los ratones 
WT que al de los otros mutantes. En cambio, en los timos EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ el mayor 
porcentaje  de  células  Ly51loUEA1‐  a  15.5F  (Fig.  45A)  se  veía  reflejado  en  una 
proporción  significativamente  menor  de  células  Ly51medUEA1‐  (Fig.  45B).  Además,  a 
17.5F cuando la proporción de células Ly51medUEA1‐ caía en los timos WT, también lo 
hacía en  los  timos EphB2LacZ de manera similar a  los WT, pero no en  los EphB2‐/‐ y 
EphB3‐/‐, que mantenía valores similares entre ambos estadios. Sin embargo, el efecto 
observado en los tres mutantes era el mismo, produciéndose un acúmulo significativo 






embargo, aunque en  los  timos mutantes  la evolución es  similar, el descenso comienza a partir de 13.5F,  sin 
observar  diferencias  en  los  porcentajes  entre  12.5F  y  13.5F.  En  este  sentido,  todos  los  timos  mutantes 

























































(B)  en  los  timos WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (A)  Nótese  el  aumento  de  la  proporción  de  células 
Ly51loUEA1‐  en  los  timos  WT  entre  13.5F  y  14.5F,  momento  a  partir  del  cual  comienzan  a  descender.  La 








la media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores 
obtenidos se indica como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
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Ly51‐UEA1hi,  Ly51loUEA1hi  y  Ly51medUEA1hi.  Aparentemente,  la  población 
Ly51medUEA1lo/med de  ratones WT de 15.5F aumentaba gradualmente  la expresión de 
UEA1  que  pasaba  a  ser  high  en  muchas  células  a  17.5F  y  en  más  del  80%  a  7PN, 
mientras  la  expresión  de  Ly51  va  disminuyendo  generándose  poblaciones  Ly51‐
/loUEA1hi  (Fig.  43).  A  17.5F,  había  una  reducción  en  todos  los  mutantes  de  las 
poblaciones  Ly51medUEA1hi  (Fig.  47A)  y  Ly51loUEA1hi    (Fig.  47B),  pero  no  de  la 
población Ly51‐UEA1hi (Fig. 47C). Sin embargo, a 7PN las subpoblaciones Ly51medUEA1hi 
y  Ly51loUEA1hi no mostraban grandes variaciones  con  respecto a  los WT, excepto en 
los  timos  EphB2‐/‐  donde  el  porcentaje  de  células  Ly51loUEA1hi  (Fig.  47B)  era 
significativamente menor,  indicando  el  retraso  en  la maduración  de  las  poblaciones 




Figura  46.  Evolución  de  las  subpoblaciones  epiteliales  Ly51medUEA1lo/med  y  Ly51hiUEA1lo/med  en  timos WT  y 
deficientes  en  EphB  entre  15.5F  y  7PN.  Las  gráficas  muestran  la  evolución  de  las  subpoblaciones 
Ly51medUEA1lo/med  (A) y  Ly51hiUEA1lo/med  (B) en  los  timos WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (A)  Nótese  el 
aumento de la proporción de células Ly51medUEA1lo/med entre 15.5F y 17.5F y el descenso hasta 7PN, tanto en 
los  timos WT  como  en  los  mutantes.  Sin  embargo,  los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  presentan  un  porcentaje 
significativamente menor de estas células a 17.5F respecto a los WT, mientras que a 7PN, los timos EphB2‐/‐ y 
los EphB2LacZ tienen un porcentaje significativamente mayor, de forma más pronunciada en los primeros. (B) 
Las  células  Ly51hiUEA1lo/med  aparecen  a  17.5F  aumentando  ligeramente  hasta  7PN  en  los  timos  WT.  Sin 
embargo,  en  los mutantes  aumentan  bruscamente  entre  17.5F  y  7PN,  observándose  a  17.5F  un  porcentaje 
significativamente menor de estas células sólo en los timos EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ respecto  a  los WT, pero una 
acumulación en todos a 7PN. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada 
estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005 
según el análisis estadístico de la t de Student. 
13.5F 14.5F 15.5F 17.5F














































WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  47.  Evolución  de  las  subpoblaciones 
epiteliales Ly51medUEA1hi, Ly51loUEA1hi y Ly51‐
UEA1hi  en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB 
entre  15.5F  y  7PN.  Las  gráficas  muestran  la 
evolución de las subpoblaciones Ly51medUEA1hi 
(A),  Ly51loUEA1hi  (B)  y  Ly51‐UEA1hi  (C)  en  los 
timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐. (A) 
Nótese el aumento de la proporción de células 
Ly51medUEA1hi  entre  15.5F  y  7PN  en  los  timos 









y  sólo en  los  timos EphB2‐/‐ a 7PN respecto a 
los  WT.  (C)  La  proporción  de  células  Ly51‐
UEA1hi  aumenta  de  manera  acusada  entre 
17.5F y 7PN en los timos WT, pero no así en los 
timos  mutantes,  que  presentan  porcentajes 
significativamente más bajos a 7PN respecto a 
los  WT.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada 
estadio.  La  significación  estadística  de  los 
valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05; 































































En  conjunto,  estos  resultados  indicarían  un  retraso  en  la  regulación  positiva  del 
marcador  Ly51,  que  correlaciona  con  retrasos  temporales  en  la  maduración  de  las 
células  epiteliales  corticales  desde  estadios  tempranos  del  desarrollo  (12.5F)  hasta 
llegar  a  17.5F.  A  partir  de  este  estadio  y  hasta  7PN  existiría  un  retraso  similar  en  la 
maduración de las células epiteliales medulares (UEA1) en todos los mutantes, que se 







Cuando  se  comparan  entre  sí  los  porcentajes  de  la  población  más  inmadura  (Ly51‐
UEA1‐),  entre  los  mutantes  estudiados,  observábamos  que  los  timos  EphB2‐/‐ 





















EphB2‐/‐  que  en  EphB2LacZ  (Fig.  49A),  lo  que  correlacionaba  con  una  mayor 
proporción de células Ly51medUEA1‐ en estos últimos a 15.5F (Fig. 49C). En cambio, la 
proporción de células Ly51loUEA1‐ en los timos EphB2‐/‐ era significativamente menor 




los  ratones  WT.  Las  diferencias  entre  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  son  escasas  y,  aunque 
apuntan  a  un  fenotipo  más  severo  en  algunos  estadios  para  los  timos  EphB3‐/‐, 
Figura 48. Análisis comparado de la evolución de la subpoblación Ly51‐UEA1‐ a lo 
largo del desarrollo embrionario (12.5F‐15.5F) entre timos EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ 








































































con  respecto  a  los  timos  EphB2‐/‐  a  17.5F  y  disminuía  a  7PN,  lo  que  indicaría  una 
mayor diferenciación en los EphB2LacZ de esta subpoblación a partir de la Ly51loUEA1‐ 
(Fig.  49A)  y,  posteriormente,  de  la  Ly51medUEA1‐  (Fig.  49C)  o,  como  hemos  visto 
anteriormente,  un  mayor  retraso  en  la  maduración  de  esta  población  en  los  timos 
EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐.  Comparando  las  poblaciones  de  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐,  sólo  se 
observó  un  incremento  de  la  población  Ly51medUEA1lo/med  a  7PN  (Fig.  50B)  lo  que 




que  al  comparar  con  los  timos  EphB3‐/‐,  el  porcentaje  en  los  EphB2‐/‐  era 
significativamente menor a 15.5F y mayor a 17.5F. (B) Los timos EphB2‐/‐ presentan un 
porcentaje  significativamente  menor  de  células  Ly51medUEA1‐  a  15.5F  respecto  a  los 
timos EphB2LacZ  (C), y mayor respecto a  los EphB3‐/‐  (D). Los datos corresponden a  la 
media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La significación estadística 




















































































































células Ly51medUEA1lo/med a 17.5F y mayor a 7PN respecto a  los  timos EphB2LacZ  (A) y 
EphB3‐/‐  (B).   No se encontraron diferencias en  la subpoblación Ly51hiUEA1lo/med entre 
los  timos  EphB2‐/‐  vs  EphB2LacZ  (C),  ni  entre  los  timos  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐  (D).  Los 
datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La 
significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05  según  el 
análisis estadístico de la t de Student.
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tenía  efectos  diferentes  sobre  las  poblaciones  TEC  medulares  con  una  capacidad 
ligeramente mayor de maduración de las células EphB3‐/‐ o mayor retraso en los timos 
EphB2‐/‐.  En  las  tres  subpoblaciones  UEA1hi  (Fig.  51)  definidas  por  la  expresión  de 




















Figura  51.  Análisis  comparado  de  la  evolución  de  las  subpoblaciones  Ly51medUEA1hi, 


















































































































En general, podemos concluir que  los  timos EphB3‐/‐ parecen presentar un  fenotipo 
ligeramente más severo respecto de  la maduración de  las células corticales definidas 
por el marcador Ly51, mientras que en timos EphB2‐/‐ se afectaría más la expansión o 
maduración del epitelio medular  (UEA1+). El  fenotipo de  los timos EphB2LacZ es más 
similar al WT, indicando que la recuperación de la señal reverse en el timo, favorecería 






Los  resultados  descritos  anteriormente mostraban  alteraciones  en  la maduración  de 
las  principales  poblaciones  epiteliales  corticales  y  medulares,  definidas  por  la 
expresión de los marcadores Ly51 y UEA1 respectivamente, de los timos deficientes en 
EphB,  alteraciones  que  acontecían  fundamentalmente  en  dos  momentos  diferentes 
del  desarrollo.  Así,  la  aparición  y  regulación  positiva  de  la  expresión  del  marcador 
cortical  Ly51  se  producía  principalmente  entre  12.5F  y  17.5F,  mientras  que  la 
expansión  de  las  células  UEA1  y,  en  consecuencia  la maduración medular  sucedía  a 
partir de 15.5F hasta el periodo postnatal.  
Por  otro  lado,  como  hemos  explicado  previamente,  los  timos  deficientes  en  EphB 
mostraban  también  desde  13.5F  un  incremento  de  células  inmaduras  MTS20+  y  un 
descenso  de  células  maduras  MTS20‐.  Con  el  fin  de  relacionar  si  las  alteraciones 
encontradas en  las poblaciones Ly51+ y UEA1+ (apartado 1.3), dentro de  la población 
epitelial  total  (EpCAM+CD45‐)  eran  debidas  a  alteraciones  en  la  maduración  de  las 
células MTS20+ o de las MTS20‐, realizamos un estudio combinando la expresión de los 
marcadores MTS20,  Ly51  y  UEA1,  dentro  de  la  población  epitelial  (EpCAM+),  previo 
aislamiento mediante  selección magnética  del  estroma  tímico  CD45‐  (ver Material  y 
Métodos).  
Como muestra la Figura 52, en el timo en desarrollo de los animales WT la expresión 
de  los  marcadores  Ly51  y  UEA1  ocurría  tanto  en  células  MTS20+  como  MTS20‐, 




Ly51+UEA1‐,  Ly51+UEA1+,  Ly51‐UEA1+)  pero  con  valores  muy  diferentes.  Calculamos 
entonces el porcentaje que representaba cada una de estas subpoblaciones dentro de 
la población MTS20+ o MTS20‐. Para ello, multiplicamos el porcentaje obtenido de cada 
una de  las  subpoblaciones  Ly51/UEA1 dentro de  las  células MTS20+ o MTS20‐  por  el 
porcentaje  que  representaba  cada  una  de  estas  dos  subpoblaciones  en  el  total  del  
epitelio tímico EpCAM+CD45‐. 
 
A  12.5F  la  población  celular  mayoritaria  correspondía  a  células  MTS20+Ly51‐UEA1‐ 
(65.75%),  pero  también  existía  una  población  MTS20+Ly51+UEA1‐  (19.32%)  y  unas 
pocas células MTS20+Ly51+UEA1+ y MTS20+Ly51‐UEA1+  (Fig. 53A). En este estadio,  las 
células que no expresaban MTS20 prácticamente no existían, con la excepción de una 
baja  proporción  de  células  MTS20‐Ly51‐UEA1‐  (Fig.  53B).  Entre  12.5F  y  13.5F,  la 
población  MTS20+Ly51‐UEA1‐  va  decreciendo  coincidiendo  con  el  incremento  de  la 
población MTS20+Ly51+UEA1‐ y de la MTS20‐Ly51‐UEA1‐.  
Entre  13.5F  y  14.5F,  la  población  MTS20+Ly51‐UEA1‐  sigue  disminuyendo  y 
aumentando  ligeramente  la MTS20+Ly51+UEA1‐  (Fig.  53A),  sin  embargo,  la  población 
Figura  52.  Evolución  de  las  subpoblaciones  epiteliales  tímicas  definidas  en  base  a  la  expresión  de  los 
marcadores Ly51 y UEA1 dentro de la población epitelial inmadura MTS20+ o más madura MTS20‐ durante 
el  desarrollo  embrionario  temprano  (12.5F‐15.5F)  en  los  timos WT.  Se  analizó  la  aparición  de  distintas 
subpoblaciones epiteliales en base a la expresión de Ly51 y UEA1 dentro de la población EpCAM+MTS20+ o 
EpCAM+MTS20‐ en los timos WT. Tal y como muestran los dot plots a lo largo del desarrollo se definen las 












tampoco  es  descartable.  En  cualquier  caso,  el  paso  debe  ser muy  rápido  porque  la 
población MTS20+Ly51‐UEA1‐ desciende rápidamente. 
Entre 14.5F y 15.5F, la población MTS20+Ly51‐UEA1‐ desaparece y disminuyen también 
las  células MTS20+Ly51+UEA1‐  (Fig.  53A).  Este hecho correlaciona con un  incremento 
de la población MTS20‐Ly51+UEA1‐ (Fig. 53B). 
 
Por  otro  lado,  a  partir  de  12.5F  las  poblaciones  MTS20+Ly51+UEA1+  y  MTS20+Ly51‐
UEA1+ mantienen su porcentaje prácticamente invariable hasta 15.5F, mientras que las 
células MTS20‐Ly51+UEA1+ y MTS20‐Ly51‐UEA1+ únicamente aparecen a 15.5F, pero en 
muy  baja  proporción  (Fig.  53A,  B).  Presumiblemente  estas  poblaciones  contribuyen 
poco a la maduración de los progenitores de las células epiteliales corticales. 
Figura  53.  Evolución de  las  subpoblaciones  epiteliales  tímicas  en  base  a  la  expresión  de  los marcadores 
Ly51 y UEA1 dentro de la población inmadura MTS20+ o madura MTS20‐ durante el desarrollo embrionario 





de  células  Ly51‐UEA1‐  en  muy  baja,  al  igual  que  el  resto  de  poblaciones,  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+,  que 
además son más evidentes dentro de la población MTS20+.






























en  todos  ellos  desde  13.5F,  excepto  a  15.5F  en  los  timos  EphB2LacZ.  A  12.5F  los 
valores son más bajos en los mutantes aunque no significativamente (Fig. 54). 
Esta  acumulación  correlacionaba  con  un  porcentaje  significativamente  menor  de 
células MTS20+Ly51+UEA1‐ en todos ellos a 13.5F (Fig. 55). En los estadios siguientes, 
los  valores  mutantes  aumentan  por  encima  de  los  WT,  aunque  sólo  lo  hacen 
significativamente a 15.5F. A 14.5F el significativo aumento de la proporción de células 
MTS20+Ly51‐UEA1‐  hace  que  a  pesar  del  aumento  observado  en  la  proporción  de 
células MTS20+Ly51+UEA1‐, ésta no alcance significación estadística, demostrando, de 
nuevo,  un  retraso  en  la maduración  epitelial  en  ausencia  de  EphB.  Por  su  parte,  el 
aumento de la población MTS20+Ly51+UEA1‐ a 15.5F en todos los timos mutantes (Fig. 
55)  resultaba  en  una  reducción  significativa  en  la  proporción  de  células  MTS20‐
Ly51+UEA1‐ en este estadio pero no en los anteriores (Fig. 56). Este resultado indicaría 
que  las  células MTS20+Ly51+UEA1‐  serían  una  población  intermedia  entre  las  células 
MTS20+Ly51‐UEA1‐  y  las MTS20‐Ly51+UEA1‐; de  tal modo que  la diferenciación de  las 
células  comprometidas  con  el  linaje  cortical  partiría  de  una  población  MTS20+Ly51‐
Figura 54. Evolución de  la subpoblación MTS20+Ly51‐UEA1‐ en timos WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 
15.5F.  La  gráfica  muestra  la  evolución  de  la  subpoblación  MTS20+Ly51‐UEA1‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐, 
EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  En  los  timos WT  esta  población  disminuye  gradualmente  entre  12.5F  y  15.5F,  donde 
prácticamente es inexistente. Sin embargo, aunque en los timos mutantes la evolución es similar, a 12.5F todos 
los  mutantes  presentan  valores  ligeramente  menores  que  los  WT,  aunque  de  manera  no  significativa,  que 
incrementan significativamente a 13.5F en  los  timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ, a 14.5F en  todos  los mutantes y a 
15.5F sólo en EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ respecto a los WT. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 
experimentos para cada estadio.  La  significación estadística de  los valores obtenidos se  indica como: *p≤0.05; 
***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 





























UEA1‐  que  regula  positivamente  la  expresión  de  Ly51  (MTS20+Ly51+UEA1‐)  para 
posteriormente regular negativamente la de MTS20 (MTS20‐Ly51+UEA1‐).  
Finalmente, no observábamos diferencias en las poblaciones Ly51+UEA1+ y Ly51‐UEA1+ 
dentro  de  las  subpoblaciones  MTS20+  (Fig.  57A,  B)  y  MTS20‐  (Fig.  58A,  B),  con  la 
excepción de un incremento significativo de células MTS20‐Ly51+UEA1+ y MTS20‐Ly51‐
Figura 55. Evolución de la subpoblación MTS20+Ly51+UEA1‐ en timos WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 
15.5F.  La  gráfica  muestra  la  evolución  de  la  subpoblación  MTS20+Ly51+UEA1‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐, 
EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  En  los  timos WT y en  los mutantes esta población aumenta  ligeramente entre 12.5F  y 
14.5F,  para  después  disminuir.  Sin  embargo,  los  timos  mutantes  presentan  un  porcentaje  significativamente 
menor a 13.5F respecto a los WT, y mayor a 14.5F y 15.5F, pero sólo significativamente en este último estadio. 
Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  experimentos  para  cada  estadio.  La  significación 
estadística de los valores obtenidos se indica como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico 
de la t de Student. 






















WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura 56. Evolución de la subpoblación MTS20‐Ly51+UEA1‐ en timos WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 
15.5F.  La  gráfica  muestra  la  evolución  de  la  subpoblación  MTS20‐Ly51+UEA1‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐, 
EphB2LacZ y EphB3‐/‐. Esta población,  tanto en  los  timos WT como en  los mutantes, aumenta gradualmente 
entre  12.5F  y  15.5F.  Sin  embargo,  en  estos  últimos  se  observa  una  proporción  significativamente menor  de 































las  relaciones entre  la población MTS20‐Ly51+UEA1+  y MTS20‐Ly51‐UEA1+ puesto que 
no  se observaban diferencias entre mutantes y WT,  como veíamos en el  caso de  los 
presuntos progenitores corticales. 
 
Figura  57.  Evolución  de  las  subpoblaciones  MTS20+Ly51+UEA1+  y  MTS20+Ly51‐UEA1+  en  timos  WT  y 










































WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  58.  Evolución  de  las  subpoblaciones  MTS20‐Ly51+UEA1+  y  MTS20‐Ly51‐UEA1+  en  timos  WT  y 
deficientes en EphB entre 12.5F y 15.5F. Las gráficas muestran  la evolución de  las  subpoblaciones MTS20‐
Ly51+UEA1+ (A) y MTS20‐Ly51‐UEA1+ (B) en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐. Nótese como estas 
poblaciones  sólo aparecen a 15.5F,  a diferencia de  las  analizadas dentro de  la población MTS20+  (Fig.  57), 
tanto  en  timos WT  como mutantes,  y  sólo  los  timos  EphB2LacZ  presentan  porcentajes  significativamente 
mayores  de  ambas  poblaciones  respecto  a  los  timos WT.  Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al 
menos, 5 experimentos para cada estadio. La significación estadística de los valores obtenidos se indica como: 
*p≤0.05 según el análisis estadístico de la t de Student. 






















































WT  y  deficientes  en  EphB  únicamente  a  14.5F  y  15.5F.  Trabajos  anteriores  habían 
proporcionado resultados contradictorios: mientras algunos autores  indicaban que  la 
expresión de CD205 comienza a 12.5F y a 13.5F (Shakib y cols., 2009; Baik y cols., 2013; 
Ribeiro y  cols.,  2013), otros,  Saldaña y colaboradores  (Saldana y  cols.,  2016),  al  igual 
que observábamos nosotros, describen una baja expresión en 14.5F y 15.5F a pesar de 
que en todos estos trabajos se utilizaban los mismos anticuerpos. 
















14.5F  y  15.5F  en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB.  Se  analizó  la  aparición  y  evolución  de  diferentes 
subpoblaciones  epiteliales  corticales  identificadas  en  base  a  la  expresión  de  Ly51  y  CD205  dentro  de  la 
población epitelial total (EpCAM+CD45‐) en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐ a 14.5F y 15.5F. Tal y 
como muestran los dot plots, en base a la expresión de estas moléculas, se definen tres subpoblaciones: Ly51‐
CD205‐,  Ly51+CD205‐  y  Ly51+CD205+.  Nótese  que  todas  las  células  CD205+  son  Ly51+,  tanto  en WT  como  en 
mutantes,  y  la proporción de células  Ly51+CD205+  incrementa  ligeramente entre 14.5F y 15.5F.  Los dot plots 
son representativos de los fetos analizados en cada estadio. 
Figura  59.  Análisis  del  porcentaje  total  de 
células CD205+ en los timos WT y deficientes 
en EphB a 14.5F y 15.5F. La gráfica muestra 
como  la  proporción  de  células  CD205+ 
dentro  de  la  población  epitelial  total 
EpCAM+CD45‐,  aumenta  ligeramente  en 
todos  los  timos  entre  14.5F  y  15.5F.  Sin 
embargo,  en  los  timos  mutantes  la 
proporción  de  células  CD205+  es 
significativamente  menor  que  en  los  WT. 
Esta reducción es más acusada en el caso de 
los EphB3‐/‐ que en el resto de mutantes en 
ambos  estadios  analizados.  Los  datos 
corresponden a la media (±SD) de, al menos, 
5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La 
significación  estadística  de  los  valores 
obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  ** 

























En base  a  estos  resultados,  combinamos  la  expresión de CD205  con  la de  Ly51 para 
determinar si la reducción en la expresión de CD205 co‐relacionaba con la de Ly51. Tal 
y  como  se muestra  en  los  dot  plots  de  la  Figura  60  a  14.5F  en  el  timo WT  podían 
identificarse tres poblaciones en base a  la expresión de Ly51 y CD205: una población 
que no expresa ninguno de los marcadores (Ly51‐CD205‐), otra que expresa Ly51 pero 
no  CD205  (Ly51+CD205‐)  y,  finalmente,  una  población  doble  positiva  (Ly51+CD205+). 
Centramos  nuestro  estudio  en  estas  dos  últimas  poblaciones  que  eran  las  que 
realmente correspondían a TEC corticales y además estaban relacionadas, puesto que 
posiblemente,  la Ly51+CD205+ se originaría por regulación positiva de la expresión de 
CD205.  Ambas  poblaciones  Ly51+CD205‐  y  Ly51+CD205+  incrementaban  ligeramente 
entre ambos estadios aunque más claramente en el caso de la población doble positiva  
(Fig. 60, 61).  
Cuando analizamos en  los  timos mutantes  las  subpoblaciones previamente definidas 
en  ambos  estadios,  todas  estaban  presentes  (Fig.  60),  y  tenían  una  cinética  de 
desarrollo similar a la descrita en los timos WT, aunque de nuevo existían diferencias 
en  su  maduración.  La  población  de  células  corticales  Ly51+CD205‐  aumentaba 
significativamente en los tres timos mutantes, tanto a 14.5F como a 15.5F (Fig. 61A), 
confirmando la acumulación de células Ly51+ totales antes descrita (Ver Fig. 45A) y su 
incapacidad  para  diferenciar  a  la  población  Ly51+CD205+,  que  presumiblemente 





la proporción de células  Ly51+CD205+ aumenta    ligeramente en  todos  los  timos entre 14.5F y 15.5F,  sin 
embargo, su proporción en los timos mutantes se reduce significativamente respecto a los valores WT. En 
ambos estadios,  los  timos EphB3‐/‐   presentan  la menor proporción. Los datos corresponden a  la media 
(±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La significación estadística de los valores obtenidos 
se indica como: *p≤0.05;  **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 






















































Puesto  que  Ly51  y  CD205  son  marcadores  fenotípicos  cuyo  significado  funcional  es 
básicamente desconocido, decidimos incluir en nuestro estudio otros marcadores cuya 
función en el  timo fuera conocida; así combinamos  la expresión de Ly51 con  la de  la 
molécula  coestimuladora CD40, que es un marcador  funcional presente en  todas  las 
TECs maduras  tanto  corticales  como medulares  (Shakib  y  cols.,  2009; Ribeiro  y  cols., 
2013). 





los  de  Ly51,  y  cuya  evolución  se muestra  en  la  Figura  63A‐C.  La  evolución  de  estas 








definen  las  siguientes  subpoblaciones:  1=CD40‐Ly51‐,  2=CD40loLy51‐,  3=CD40med/hiLy51‐,  4=CD40‐Ly51lo, 







En  el  timo WT  a  13.5F  existían  dos  poblaciones  epiteliales  principales  en  base  a  la 
expresión  de  Ly51  y  CD40,  una mayoritaria  CD40‐Ly51‐  (Fig.  63A)  y  otra  CD40‐Ly51lo 
(Fig.  63B)  y,  en menor medida,  una  población  Ly51lo  que  expresaba  CD40lo.  En  este 
estadio también existía una pequeña población CD40loLy51‐ (Fig. 63A). Hasta 15.5F la 
población  más  inmadura  CD40‐Ly51‐  descendía  gradualmente  (Fig.  63A), 
correlacionando inicialmente con el incremento en la población CD40‐Ly51lo (Fig. 63B) 
hasta  14.5F,  para  descender  bruscamente  a  partir  de  este  estadio  hasta  7PN.  El 
descenso  de  esta  última  subpoblación  cursaba  con  un  acusado  incremento  en  dos 
subpoblaciones  Ly51med  a  15.5F  que  expresaban  diferentes  niveles  de  CD40.  Por  un 
lado, aparecía una población CD40‐Ly51med que rápidamente desaparecía a 17.5F (Fig. 
63C),  por  lo  que  podría  ser  considerada  como  una  población  de  transición.  La  otra 
población  mayoritaria  Ly51med  que  aparecía  en  este  estadio  expresaba  CD40lo: 
CD40loLy51med  (Fig.  63C),    que  se  mantenía  en  valores  similares  hasta  17.5F,  pero 
descendía bruscamente a 7PN. Por otro lado, la población CD40loLy51lo que aparecía a 
13.5F  en  baja  proporción  (Fig.  63B),  mantenía  sus  proporciones  relativamente 
constantes  hasta  17.5F.  Esta  población  podría  originar  la  población  CD40loLy51med, 
aunque  ésta  también  podría  derivar  de  células  CD40‐Ly51med  que  han  regulado 
positivamente  la expresión de CD40. Entre 17.5F y 7PN ocurría un descenso acusado 
de  las  dos  poblaciones  anteriormente  mencionadas  (CD40loLy51lo  y  CD40loLy51med) 
correlacionando  con  incrementos  en  las  subpoblaciones  Ly51lo  y  Ly51med  que 
expresaban  niveles  CD40med/hi,  por  lo  que  a  7PN  aumentaban  las  poblaciones 
CD40med/hiLy51lo  (Fig.  63B)  y  CD40med/hiLy51med  (Fig.  63C).  Es  necesario  indicar  que  la 
subpoblación  CD40med/hiLy51lo  aparecía  a  14.5F,  incrementando  gradualmente  hasta 
7PN  (Fig.  63B)  y,  aunque  desconocemos  su  origen,  posiblemente  podría  derivar  de 
células  CD40loLy51lo  que  han  regulado  positivamente  la  expresión  de  CD40.  Algo 
similar ocurría con la población CD40med/hiLy51med la cual aparecía a 15.5F y aumentaba 
gradualmente  hasta  7PN  (Fig.  63C),  aunque  en  menor  medida  que  la  población 
CD40med/hiLy51lo  (Fig.  63B).  También,  desconocemos  el  origen  de  esta  subpoblación, 
pero  podría  originarse  a  partir  de  células  CD40loLy51med  que,  de  nuevo,  regularan 







la  población  CD40med/hiLy51‐  (Fig.  63A)  presumiblemente  medular;  sin  embargo, 
desconocemos  el  origen  de  esta  subpoblación,  que  podrían  derivar  de  células  Ly51‐ 
que  han  regulado  positivamente  la 
expresión  de  CD40  o  bien  de  células 
CD40med/hiLy51lo  que  han  regulado 
negativamente  la expresión de Ly51. Como 
conclusión,  podemos  indicar  que  a  7PN  la 
mayoría  de  las  células  CD40med/hi,  salvo 
algunas  Ly51‐  (Fig.  63A),  son  células  que 
expresan distintos niveles de Ly51 (Fig. 63B, 





TECs  definidas  por  los  marcadores  CD40  y  Ly51  (Fig.  64),  especulativo,  puesto  que 
otras  posibilidades  son  posibles  y  es  difícil  establecer  la  dinámica  exacta  de  las 
poblaciones intermedias. 
Figura  63.  Evolución  de  las  distintas 
subpoblaciones  epiteliales  CD40  en  relación  a  la 
expresión de Ly51 en timos WT fetales y 7PN. Las 
gráficas  muestran  la  evolución  de  las  distintas 
subpoblaciones  CD40  en  base  a  la  expresión 
diferencial de Ly51: Ly51‐ (A),  Ly51lo (B) y Ly51med /hi 
(C). Tal y como se observa en las gráficas existe una 
etapa  temprana  donde  las  poblaciones 
fundamentales  son  CD40‐,  una  etapa  intermedia 
donde  aumenta  la  expresión  de  CD40,  siendo 














































































Al analizar  la cinética de aparición y  la evolución de  las subpoblaciones epiteliales en 
los  timos  deficientes  en  EphB  observábamos,  una  vez más,  que  éstas  eran  similares 
Figura  64.  Posible  esquema de  la  aparición  de 
las  diferentes  subpoblaciones  epiteliales 

















WT:  1=CD40‐Ly51‐,  2=CD40loLy51‐,  3=CD40med/hiLy51‐,  4=CD40‐Ly51lo,  5=CD40loLy51lo,  6=CD40med/hiLy51lo, 
7=CD40‐Ly51med,  8=CD40loLy51med,  9=CD40med/hiLy51med  y  10=CD40med/hiLy51hi.  Nótese  como  el  patrón  de 










timos  mutantes,  al  igual  que  ocurría  en  los  timos  WT  (Fig.  66),  pero  todos  ellos 
mostraban  valores  significativamente  mayores  con  respecto  a  los  WT.  Esta 
acumulación de células mutantes,  reflejo del  retraso en  la maduración de  las células 
primitivas  CD40‐Ly51‐  mutantes,  correlacionaba  con  un  descenso  significativo  de  la 
población CD40‐Ly51lo a 13.5F, y en menor medida a 14.5F, donde sólo en los mutantes 
EphB3‐/‐  la  caída  era  significativa  (Fig.  67),  pero  no  en  la  población  minoritaria 
CD40loLy51lo  (Fig.  68)  a  13.5F  observada  en  los WT,  sugiriendo  una  relación  directa 
entre CD40‐Ly51‐ y CD40‐Ly51lo. Tal y como sucedía en los WT, entre 14.5F y 15.5F, en 
los  timos mutantes había una reducción muy acusada de células CD40‐Ly51lo aunque 
significativamente mucho menor que en  los  timos WT  (Fig. 67). Esta acumulación de 
células CD40‐Ly51lo en mutantes, sobre todo en EphB3‐/‐ de 15.5F correlacionaba con 
descensos  significativos  de  las  poblaciones  CD40‐Ly51med  (Fig.  69)  y  CD40loLy51med 
mutantes  (Fig.  70)  y  resaltaba  la  relación  propuesta  entre  estas  tres  poblaciones.  El 
comportamiento descrito en esta última subpoblación ya era observado en todos  los 
mutantes a 14.5F (Fig. 70).  
Figura  66.  Evolución  de  la 
subpoblación  epitelial  CD40‐Ly51‐  en 
timos WT y deficientes  en  EphB entre 
13.5F  y  15.5F.  La  gráfica  muestra  la 
evolución  de  la  subpoblación  CD40‐
Ly51‐  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐, 
EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐. Nótese  como  la 
población  CD40‐Ly51‐  disminuye  en  los 
timos  WT  entre  13.5F  y  15.5F;  sin 
embargo,  aunque  en  los  timos 
mutantes  la  evolución  es  similar, 
muestran una acumulación significativa 
de  estas  células  en  todos  los  estadios 
respecto  a  los  WT.  Los  datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al 
menos,  5  fetos  analizados  en  cada 
estadio.  La  significación  estadística  de 
los  valores  obtenidos  se  indica  como: 
*p≤0.05;  **p≤0.01  según  el  análisis 
estadístico de la t de Student. 





























Por  otro  lado,  la  población  que  hemos  considerado  de  transición  en  los  timos WT, 






14.5F  y mayores  a  15.5F  respecto  a  los WT  que  también  se mantiene  a  17.5F  en  los  timos  EphB2‐/‐.  Por  el 
contrario,  no se observan diferencias en esta subpoblación en los timos EphB2LacZ, que muestra una evolución 
similar a los WT. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La 
significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  el 
análisis estadístico de la t de Student.  





























timos EphB3‐/‐, que aumentan gradualmente entre 13.5F  y 15.5F,  para después descender bruscamente.  La 
proporción de estas células es significativamente menor en todos los mutantes a 13.5F pero sólo en los timos 
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relaciones de esta población que presumiblemente  tiene una  vida  corta  y diferencia 
rápidamente pudiendo  contribuir  a  las  poblaciones CD40loLy51med  y  CD40med/hiLy51lo. 
No  es  fácil  a  la  vista  de  nuestros  resultados  establecer  una  relación  directa  con  la 
población CD40‐Ly51lo que, como hemos explicado, contribuye y afecta, por tanto, las 








con  importantes  alteraciones  en  la  aparición  de  las  subpoblaciones  Ly51lo  y  Ly51med 











































epiteliales  corticales  Ly51lo  y  Ly51med  expresaban  CD40lo,  siendo  las  subpoblaciones 
CD40‐  prácticamente  inexistentes  (Fig.  63).  En  los  timos  WT  entre  17.5F  y  7PN 
incrementaba  la  proporción  de  células  Ly51lo  y  Ly51med  que  expresaban  niveles 
CD40med/hi,  además  de  la  expansión  de  las  células  CD40med/hiLy51hi  y  CD40med/hiLy51‐. 









las  diferencias  eran más  evidentes  en  la  población  CD40med/hiLy51med  (Fig.  72)  que  a 
15.5F  se  reducía  significativamente en  los  timos EphB2‐/‐  y EphB3‐/‐, pero no en  los 
EphB2LacZ.  Por  el  contrario,  a  17.5F  y  7PN  esta  población  se  acumulaba 
Figura 70. Evolución de la subpoblación CD40loLy51med entre 14.5F y 7PN en timos WT y deficientes en EphB. 
La figura muestra la evolución de la subpoblación CD40loLy51med en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐
/‐.  Nótese  como  la  proporción  de  células  CD40loLy51med  aumenta  bruscamente  entre  14.5F  y  15.5F, 
disminuyendo a partir de 17.5F en los timos WT. Los timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ presentan un patrón similar al 
WT,  pero  no  así  los  timos  EphB3‐/‐,  que  presentan  el  aumento  más  importante  entre  15.5F  y  17.5F.  Sin 
embargo, todos  los timos mutantes muestran entre 14.5F y 17.5F un porcentaje significativamente menor de 
estas  células  con  la  excepción  de  los  timos  EphB2LacZ  a  17.5F.  Por  otro  lado,  a  7PN  no  existen  diferencias 
respecto a los valores WT. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada 
estadio.  La  significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  ***p≤0.005  según  el 
análisis estadístico de la t de Student. 
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-



























significativamente en  todos  los mutantes,  salvo  a  17.5F  en  los  timos EphB2LacZ que 
mostraban valores similares al WT (Fig. 72).  
Por otro  lado,  analizando a 7PN  la población más  cortical CD40med/hiLy51hi,  todos  los 
timos mutantes mostraron un incremento significativo de la misma con respecto a los 
valores WT, a excepción de los timos EphB2LacZ (Fig. 73). Sin embargo, en todos hubo 
una  reducción  significativa  en  la población medular CD40med/hiLy51‐,  incluso en estos 





































WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  71.  Evolución  de  la  subpoblación  CD40med/hiLy51lo  entre  13.5F  y  7PN  en  timos WT  y  deficientes  en 
EphB. La figura muestra la evolución de la subpoblación CD40med/hiLy51lo en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ 
y EphB3‐/‐. Nótese como la proporción de células CD40med/hiLy51lo aumenta gradualmente desde 13.5F hasta 


































últimos  (Fig.  74).  Este  resultado  indicaría que a 7PN  las principales diferencias entre 
WT  y  mutantes  ocurrían  en  las  poblaciones  más  maduras  CD40med/hiLy51‐, 
CD40med/hiLy51hi  y  CD40med/hiLy51med  pero  no  en  la  subpoblación  aparentemente 






La  gráfica muestra  la  evolución  de  la  subpoblación  CD40med/hiLy51‐ en  los  timos WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y 
EphB3‐/‐. Nótese el aumento de la proporción de estas células en los timos WT y mutantes, aunque con algunas 

























WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  73.  Evolución de  la  subpoblación CD40med/hiLy51hi  en  timos WT y deficientes  en  EphB entre  15.5F  y 
7PN. La gráfica muestra la evolución de la subpoblación CD40med/hiLy51hi en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ 
y EphB3‐/‐. Nótese como aumenta  la proporción de estas  células en  los  timos WT y mutantes entre 15.5F y 
7PN. Únicamente a 7PN  los  timos EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ presentan valores  significativamente mayores de esta 





























y  desarrollo  de  las  diferentes  subpoblaciones  epiteliales  corticales  comparamos,  una 
vez  más,  los  porcentajes  de  estas  subpoblaciones  entre  los  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐ en los distintos estadios analizados. En el caso de la 
población  CD40‐Ly51‐,  los  timos  EphB2LacZ  tenían  valores  ligeramente menores  que 
los EphB2‐/‐ (Fig. 75A). Este hecho correlacionaba con un aumento no significativo de 
la población CD40‐Ly51lo entre 13.5F y 14.5F  (Fig. 75B) y significativo de  la población 
CD40‐Ly51med  a  15.5F  y  17.5F  (Fig.  75C).  En  el  caso  de  la  población  transitoria 
CD40loLy51lo,  observábamos  que  a  14.5F  los  timos  EphB2LacZ  presentaban  una 
proporción  significativamente  mayor  de  estas  células  que  los  timos  EphB2‐/‐  (Fig. 
75D), luego sus valores variaban poco hasta caer a 7PN. Por el contrario, en el caso de 
EphB2‐/‐,  los  valores  iban  acumulándose  desde  14.5F  a  17.5F,  siendo 
significativamente  mayores  que  los  de  EphB2LacZ  (Fig.  75D).  Ambos  resultados 
correlacionaban con la evolución de la siguiente población CD40loLy51med, con valores 
máximos en EphB2LacZ y caída de los de EphB2‐/‐ a 17.5F (Fig. 75E). Por otro lado, en 
aquellas  subpoblaciones  CD40med/hi  que  expresan  diferencialmente  Ly51: 
CD40med/hiLy51lo  (Fig.  76A),  CD40med/hiLy51med  (Fig.  76B),  CD40med/hiLy51hi  (Fig.  76C)  y 
CD40med/hiLy51‐  (Fig.  76D),  no  había  diferencias  entre  ambos  tipos  de  mutantes, 
excepto una proporción significativamente mayor de células CD40med/hiLy51hi a 7PN en 
los  EphB2‐/‐  (Fig.  76C).  Estos  resultados  demuestran  que  las  principales  diferencias 
entre EphB2‐/‐ y EphB2LacZ se advertían en las poblaciones que no expresaban CD40 o 























































































































































































































































maduras  siempre  las  proporciones  mayores  correspondían  a  los  timos  EphB2‐/‐:  a 
15.5F  en  CD40‐Ly51med  (Fig.  75H);  a  17.5F  en  CD40loLy51lo  (Fig.  75I);  a  15.5F  en 
CD40loLy51med  (Fig. 75J), CD40med/hiLy51lo  (Fig. 76E) y CD40med/hiLy51med  (Fig. 76F). No 
había  diferencias  significativas  en  los  valores  de  las  poblaciones  más  maduras  (Fig. 
76G,  H).  Estos  resultados  indicarían,  de  nuevo,  que  las  principales  diferencias 
existentes  entre  los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  son  más  claras  en  los  estadios  más 







porcentaje mayor de  células CD40‐Ly51‐  (A)  entre 13.5F  y 14.5F,  aunque no  significativo  respecto a  los  timos 
EphB2LacZ,  que  correlaciona  con  un  menor  porcentaje  de  células  CD40‐Ly51lo  (B)  en  los  mismos  estadios. 
Además, los timos EphB2‐/‐ tienen un porcentaje significativamente menor de células CD40‐Ly51med entre 15.5F 
y  17.5F  (C)  y  a  14.5F  de  células  CD40loLy51lo  (D),  siendo  a  15.5F  y  17.5F  mayor  respecto  de  los  valores 
EphB2LacZ, que correlaciona con un menor porcentaje de células CD40loLy51med (E). Por otro lado, al comparar 
con los timos EphB3‐/‐, los EphB2‐/‐ presentan un porcentaje significativamente menor de células CD40‐Ly51‐ a 
15.5F  (F),  y  de  células  CD40‐Ly51lo  (G),  pero mayor  de  células  CD40‐Ly51med  (H).  Además,  los  timos  EphB2‐/‐ 
tienen  un  porcentaje  significativamente mayor  de  células  CD40loLy51lo  (I)  a  17.5F  respecto  a  los  EphB3‐/‐,  y 
significativamente mayor a 15.5F en la población CD40loLy51med (J). Los datos corresponden a la media (±SD) de, 













CD40med/hiLy51med  (F)  a  15.5F,  pero menor  a  17.5F  en  esta  última  subpoblación.  No  se  observan  diferencias 
significativas  en  las  subpoblaciones  CD40med/hiLy51hi  (G)  y  CD40med/hiLy51‐  (H).  Los  datos  corresponden  a  la 
































































































































































EphB3  combinamos  la  expresión  de  Ly51  con  la  del  complejo  principal  de 
histocompatibilidad  de  clase  II  (MHCII),  otro marcador  de  funcionalidad  del  epitelio 




expresión  y  cuya  evolución  en  combinación  con  la  expresión  de  Ly51  también  se 
muestra en la Figura 78A‐C. 
 
En  la  Figura  78  se  subdividen  estas  poblaciones  en  tres  grandes  apartados 
correspondientes  a  células  Ly51‐  (Fig.  78A),  Ly51lo  (Fig.  78B)  y  Ly51med  y  Ly51hi  (Fig. 




y  el  cortical  Ly51.  Tal  y  como  muestran  los  dot  plots,  a  lo  largo  del  desarrollo  se  definen  las  siguientes 
subpoblaciones:  1=MHCII‐Ly51‐;  2=MHCIIloLy51‐;  3=MHCIImedLy51‐;  4=MHCIIhiLy51‐;  5=MHCII‐Ly51lo; 







última  población  MHCIIloLy51‐  disminuía  a  15.5F  coincidiendo  con  el  inicio  de  las 
subpoblaciones  MHCIImedLy51‐  y  MHCIIhiLy51‐,  que  corresponden  a  TEC  medulares 
maduras,  y  alcanzan  un  cierto  valor  a  7PN  (Fig.  78A).  En  definitiva,  las  poblaciones 
Ly51‐  incluyen básicamente células MHCII‐ que desaparecen entre 12.5F y 15.5F, y un 
pequeño número, a partir de 17.5F, de TEC medulares MHCIImed y MHCIIhi. A 12.5F, las 
primeras  células  Ly51lo  que aparecían no expresaban MHCII  (Fig.  78B),  por  lo que  la 
expresión de Ly51 aparecería antes que la del marcador funcional MHCII en las células 
corticales.  A  13.5F  la  población  MHCII‐Ly51lo  (Fig.  78B)  incrementaba  pero  volvía  a 
disminuir  entre  14.5F  y  17.5F  debido  a  la  aparición  las  células  MHCIIloLy51lo  y 
MHCIImedLy51lo  que  aumentaban  hasta  14.5F  (Fig.  78B).  Ambas  subpoblaciones 
disminuyeron a 15.5F debido a  la aparición de las células MHCIImedLy51med (Fig. 78C). 
Hay  que  destacar  que  la  proporción  de  células  MHCIImedLy51lo  incrementaba  entre 
12.5F  y  14.5F  para  descender  a  15.5F  y mantenerse  prácticamente  constante  hasta 
7PN,  mientras  que  las  células  MHCIIloLy51lo  aumentaban  hasta  14.5F  pero 
desaparecieron  a  17.5F  (Fig.  78B).  Por  otro  lado,  a  partir  de  15.5F  y  hasta  7PN 
aumentaba  la  población  MHCIIhiLy51lo  posiblemente  a  partir  de  las  células 
MHCIImedLy51lo (Fig. 78B). 
Las poblaciones Ly51med y Ly51hi (Fig. 78C) comenzaban a aumentar a partir de 14.5F, 
coincidiendo  con  el  descenso  de  las  subpoblaciones  Ly51lo  (Fig.  78B).  A  15.5F  la 
población mayoritaria era MHCIImedLy51med (Fig. 78C), que aparece un estadio después 
de la aparición de las células MHCIImedLy51lo. Esta población disminuyó gradualmente 
hasta  7PN,  posiblemente  debido  al  incremento  de  la  población  MHCIIhiLy51med  que 
sucedía  a  17.5F,  después  de  la  aparición  de  las  células MHCIImedLy51med  (15.5F,  Fig. 
78C).  Sin  embargo,  las  células MHCIIhiLy51med  disminuyeron  a  partir  de  17.5F  como 
consecuencia del  incremento de  la población cortical más madura MHCIIhiLy51hi  (Fig. 
78C). Por último, la población MHCIIloLy51med estaba muy poco representada durante 
el desarrollo (Fig. 78C)   apareciendo sólo a 15.5F en muy baja proporción, por lo que 
puede  considerarse  un  estadio  de  transición  de  corta  vida  entre  las  células 
MHCIIloLy51lo  y  las  MHCIImedLy51med.  En  resumen,  podemos  concluir  que  a  7PN  se 




MHCIIhiLy51med,  MHCIIhiLy51hi  y  en  menor  proporción  MHCIImedLy51med.  Por  último, 
había  dos  poblaciones  Ly51‐  que  formarían  parte  de  la  población  medular: 
MHCIImedLy51‐ y MHCIIhiLy51‐, con baja representación en los primeros estadios y que 
sólo incrementaban a 7PN. 










Figura  78.  Evolución  de  las  distintas 
subpoblaciones epiteliales MHCII en relación a 
la  expresión  de  Ly51  en  timos WT  durante  el 
desarrollo  embrionario  (12.5F‐17.5F)  y  7PN. 
Las  gráficas  muestran  la  evolución  de  las 
distintas  subpoblaciones  MHCII  en  base  a  la 
expresión de Ly51: Ly51‐ (A), Ly51lo (B),  Ly51med 
y Ly51hi (C). (A) Tal y como muestran las gráficas 
la  subpoblación  mayoritaria  a  12.5F,  MHCII‐
Ly51‐,  disminuye  bruscamente mientras  que  el 
resto  de  subpoblaciones  MHCII  son 
prácticamente inexistentes con la excepción de 




avanza,  van  regulando  positivamente  este 
marcador,    apareciendo  primeramente MHCIIlo 
y  MHCIImed  y  más  tarde  MHCIIhi  pero  sin 
apreciar  células  MHCII‐Ly51lo  y  MHCIIloLy51lo  a 
7PN. (C) Por último, a partir de 14.5F, comienza 
la  aparición  de  células  MHCIImedLy51med  y 
MHCIIhiLy51med  que  descienden  a  partir  de 
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A  la  vista  de  la  aparición  y  evolución  durante  el  desarrollo  de  estas  poblaciones, 
proponemos  el  siguiente  esquema  para  el  linaje  epitelial  tímico  definido  por  los 
marcadores Ly51 y MHCII  (Fig. 79), de  igual  forma que en el caso de  las poblaciones 
definidas por Ly51 y CD40, debido al dinamismo de los estadios intermedios. 
 
Al  analizar  la  cinética  de  aparición  y  la  evolución  de  las  subpoblaciones  epiteliales 
descritas  en  los  timos WT  en  los  timos  deficientes  en  EphB  (Fig.  80)  observábamos 
que, una vez más, eran similares  pero con relevantes diferencias. 
Así,  la  población  más  inmadura  MHCII‐Ly51‐  (Fig.  81)  mostraba  valores 
significativamente mayores en todos  los mutantes desde 13.5F y hasta 15.5F aunque 









las  diferente  subpoblaciones  epiteliales 
definidas por la expresión de MHCII y Ly51 de 



















epitelial  total  EpCAM+CD45‐  en  los  timos  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐  en  comparación  con  los WT.  Tal  y 
como muestran  los dot plots a  lo  largo del desarrollo se definen las mismas subpoblaciones que en  los timos 
WT:  1=MHCII‐Ly51‐;  2=MHCIIloLy51‐;  3=MHCIImedLy51‐;  4=MHCIIhiLy51‐;  5=MHCII‐Ly51lo;  6=MHCIIloLy51lo; 
7=MHCIImedLy51lo;  8=MHCIIhiLy51lo;  9=MHCII‐Ly51med;  10=MHCIIloLy51med;  11=MHCIImedLy51med; 












datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  el  análisis 
estadístico de la t de Student. 
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-





















La evolución de  las poblaciones  Ly51lo  intermedias que acompañarían  la maduración 
del  epitelio  cortical,  según  el  esquema  propuesto,  fue  semejante  en  términos 
generales a  la de  los WT  respecto a  las dos primeras  subpoblaciones MHCIIloLy51lo  y 
MHCIImedLy51lo, especialmente hasta 15.5F (Fig. 82A, B). En ambos casos, los mutantes 
mostraban valores más bajos que los WT a 13.5F y 14.5F, y aumento por encima de los 
valores  WT  a  15.5F,  siendo  la  significación  mucho  más  evidente  en  el  caso  de  la 
población MHCIImedLy51lo  (Fig.  82B) y pareciendo el  retraso  en  la maduración de  las 
poblaciones  más  evidente  en  los  timos  EphB3‐/‐  que  en  EphB2‐/‐.  A  partir  de  este 
estadio, la población MHCIIloLy51lo desaparecía completamente en los timos mutantes 
al  igual  que  sucedía  en  los  WT,  aunque  a  17.5F  los  valores  todavía  eran 
significativamente más altos en los EphB2LacZ y EphB3‐/‐ respecto a los WT (Fig. 82A). 
En  el  caso  de  la  población  MHCIImedLy51lo,  las  células  EphB2‐/‐  disminuyen 





Figura  82.  Evolución  de  las 
subpoblaciones  MHCIIloLy51lo  y 
MHCIImedLy51lo  entre  12.5F‐17.5F  y 
7PN y MHCIIhiLy51lo entre 15.5F y 7PN 
en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB. 
Las  gráficas muestran  la  evolución  de 
las  subpoblaciones  MHCIIloLy51lo  (A), 
MHCIImedLy51lo  (B)  y MHCIIhiLy51lo  (C) 
en los timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ 
y  EphB3‐/‐.  (A)  En  los  timos  WT  la 
proporción  de  células  MHCIIloLy51lo 
aumenta  entre  12.5F  y  14.5F  y 
disminuye  a  partir  de  este  estadio, 







17.5F,  esta  subpoblación  incrementa 
en todos los mutantes, menos a 17.5F 
en  los EphB2‐/‐  respecto a  los valores 
WT.  Nótese  como  en  el  caso  de  los 
timos  EphB3‐/‐  la  población  no 
disminuye  entre  14.5F  y  15.5F,  como 
sucede  en  los  WT  y  en  el  resto  de 
mutantes.    (B)  La  proporción  de 
células  MHCIImedLy51lo  WT  aumenta 
entre 12.5F y 14.5F, para descender a 
15.5F  y  mantenerse  en  valores 
relativamente constantes hasta     7PN.   
En   cambio,      los    timos    mutantes,WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
especialmente    EphB2‐/‐    y    EphB3‐/‐,  alcanzan    su    valor   máximo después  (15.5F)  correlacionando  con  un 
porcentaje significativamente menor de esta población entre 13.5F y 14.5F, pero mayor a 15.5F respecto de los 
timos WT. A partir  de  este estadio  las  diferencias  afectan de  forma diferencial  a  los  distintos mutantes.  Los 
timos  EphB2‐/‐ muestran  una  reducción  significativa  de  esta  subpoblación  a  17.5F  y  7PN,  en  los  EphB2LacZ 
aumenta  significativamente  a  7PN,  mientras  que  los  EphB3‐/‐  no  muestran  diferencias.  (C)  Las  células 
MHCIIhiLy51lo aumentan en los timos WT entre 15.5F y 7PN, así como en los EphB2LacZ y EphB3‐/‐, pero no en 





















































































A  7PN  cuando  la  población  MHCIImedLy51lo  caía  en  los  WT,  en  los  timos  EphB2‐/‐ 
también lo hacía manteniendo diferencias significativas entre ellos. No sucedía así en 
los EphB2LacZ que se mantenían (Fig. 82B). Aparentemente estos resultados sugerían 
que  la  maduración  de  la  población  MHCIImedLy51lo  estaba  acelerada  en  los  timos 





como  era  su  patrón  de  “subida  y  bajada”  a  lo  largo  del  desarrollo.  Los  mutantes 









con  valores  significativamente menores  a  15.5F.  En  el  caso  de  los  timos  EphB2‐/‐  la 




Más  posible  sería  que  estas  células  representaran  una  población  transitoria  hacia 
células medulares MHCIIhiLy51‐;  serían entonces células progenitoras de mTEC, como 
















Figura  83.  Evolución  de  las  subpoblaciones 
MHCIIloLy51med  entre  13.5F  y  17.5F, 
MHCIImedLy51med  y MHCIIhiLy51med  entre  14.5F 
y  7PN  y  MHCIIhiLy51hi  entre  15.5F  y  7PN  en 
timos  WT  y  deficientes  en  EphB.  Las  gráficas 
muestran  la  evolución  de  las  subpoblaciones 
MHCIIloLy51med  (A),  MHCIImedLy51med  (B), 
MHCIIhiLy51med  (C)  y  MHCIIhiLy51hi  (D)  en  los 
timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐.  (A) 
En  los  timos  WT  la  proporción  de  células 
MHCIIloLy51med  aumenta  entre  13.5F  y  15.5F 
para  descender  a  partir  de  ese  estadio.  Los 
mutantes  siguen  el  mismo  patrón,  aunque  los 
timos EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ tienen respecto a los 
WT  un  porcentaje  significativamente  menor  a 
14.5F  y  15.5F.  En  cambio,  a  17.5F  los  timos 
EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐  tienen  porcentajes 
significativamente mayores  respecto  a  los WT. 
(B)  La  proporción  de  células  MHCIImedLy51med 
WT aumenta entre 14.5F y 15.5F y desciende a 
partir de ese estadio. Los timos EphB2‐/‐ siguen 
el  mismo  patrón  WT,  pero  con  valores 
significativamente  más  bajos  en  todos  los 
estadios analizados excepto a 7PN. La situación 
es igual en los timos EphB2LacZ y EphB3‐/‐ pero 
el  aumento  de  la  población  se  extiende  hasta 
17.5F  para  descender  a  7PN.  Así,  los  primeros 
muestran  valores  significativamente más  bajos 
a 15.5F  y más altos  a 17.5F  con  respecto a  los 
valores WT; en cambio los segundos, presentan 
porcentajes significativamente menores a 14.5F 
y  15.5F  pero  no  en  estadios  posteriores.  En 
estos  ratones  el  retraso  en  la  maduración  es 
mayor  que  el mostrado  por  los  deficientes  en 
EphB2‐/‐.  (C)  La  proporción  de  células 
MHCIIhiLy51med  en  los  timos  WT  aumenta 
alcanzando  los  valores más  altos  a  17.5F,  para 
después  disminuir  a  7PN.  Los  EphB2‐/‐  tienen 
una  cinética  bastante  similar  a  la  WT,  incluso 
con valores muy parecidos excepto a 14.5F. En 
los  timos  EphB2LacZ,  la  proporción  de  estas 
células  aumenta  hasta  17.5F,  pero  por  debajo 
de  los  valores WT,  cayendo a  7PN.  En  cambio, 
los  EphB3‐/‐  presentan  valores 
significativamente  muy  bajos  en  todos  los 
estadios analizados en comparación con los WT, 
excepto  a  7PN.   (D)  La  proporción  de  células 
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
A
B






































































































La  reducción  observada  en  la  población  MHCIImedLy51med  en  los  timos  mutantes  a 
14.5F  y  15.5F  correlacionaba  con  un  descenso  significativo  de  las  células 
MHCIIhiLy51med a 14.5F, mientras que en el resto de estadios esta población intermedia 
en la progresión a las cTEC funcionalmente maduras mostraba valores muy similares a 
los WT,  aunque  con  ligeras  diferencias,  fundamentalmente  a  17.5F  en  EphB2LacZ  y 
EphB3‐/‐ (Fig. 83C), mostrando los timos EphB2‐/‐ un comportamiento muy distinto al 
de  resto  de  mutantes.  Por  último,  hubo  diferencias  significativas  en  la  aparición  y 
evolución de la población epitelial cortical más madura MHCIIhiLy51hi  (Fig. 83D) donde, 
a diferencia de los timos WT, había significativamente un retraso inicial en su aparición 




analizar  las  poblaciones  medulares 
que  expresan  UEA1  y  MHCII, 
nuestros resultados demuestran que 
la población Ly51‐, presumiblemente 
medular,  también  regulaba  la 
expresión  del  marcador  MHCII 
durante  el  desarrollo  (Fig.  77), 
aunque no había grandes diferencias 
entre  los  timos WT  y deficientes  en 
EphB en esos  estadios  (12.5F‐17.5F) 
(datos  no mostrados).  Sin  embargo, 
después  de  la  expansión  de  la 
médula  a  7PN,  había  una  reducción 
significativa  del  porcentaje  de 
células  MHCIImedLy51‐  (Fig.  84A)  y  MHCIIhiLy51‐  (Fig.  84B)  en  los  timos  mutantes 
respecto a los WT, que indicaba de nuevo el retraso en los mutantes en la maduración 
de las poblaciones epiteliales tímicas en este caso medulares. 
Figura  84.  Análisis  de  los  porcentajes  de  células 
MHCIImedLy51‐  y  MHCIIhiLy51‐  a  7PN  en  timos  WT  y 
deficientes  en  EphB.  Las  gráficas  muestran  los 
porcentajes  de  las  subpoblaciones  MHCIImedLy51‐  (A)  y 
MHCIIhiLy51‐  (B) en  los  timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y 




fetos  analizados  en  cada  estadio.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como: 
*p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  el  análisis 
estadístico de la t de Student.  









































Comparamos,  a  continuación,  la  cinética  de  aparición  de  las  subpoblaciones MHCII+ 






diferencias  en  la  población  MHCIImedLy51lo  (Fig.  85B)  en  los  primeros  estadios,  sin 
embargo  a  15.5F  los  timos  EphB2‐/‐ mostraban  valores  significativamente más  altos 
para  ser  a  17.5F  y  7PN  significativamente menores que  los  EphB2LacZ  (Fig.  85B),  en 
este caso, las células EphB2LacZ se mantenían prácticamente igual desde 15.5F y eran 
las EphB2‐/‐ las que disminuían más rápidamente.  
Por último,  las  células MHCIIhiLy51lo  (Fig.  85C) aumentaban  significativamente en  los 
timos  EphB2‐/‐  a  15.5F  y  17.5F,  pero  mostraban  valores  similares  a  los  timos 
EphB2LacZ a 7PN. Lo que aquí sucedía es que los timos EphB2LacZ seguían un patrón 
muy  parecido  al  WT,  y  EphB2‐/‐  otro  muy  distinto.  Cuando  comparábamos  las 
poblaciones MHCIIloLy51med (Fig. 85D) y MHCIImedLy51med (Fig. 85E) los timos EphB2‐/‐ 
presentaban valores significativamente menores desde 14.5F hasta 17.5F. Realmente 
el  aumento  de  esta  población  se  interrumpía  y  caía  en  timos  EphB2‐/‐  a  17.5F  y  en 
EphB2LacZ  continuaba  aumentada  en  ese  estadio;  mientras  la  población 
MHCIIhiLy51med  incrementaba significativamente en  los  timos EphB2‐/‐ a 17.5F y 7PN 
(Fig.  85F),  sin  observarse  diferencias  significativas  entre  ambos  en  la  población más 
madura MHCIIhiLy51hi  (Fig.  85G).  Estos  resultados  indicaban  (ver  Fig.  82,  83)  que  el 
comportamiento  de  estas  poblaciones  era mucho más  parecido  al WT  en  los  timos 
EphB2LacZ que en los timos EphB2‐/‐ y que mostraban fenotipos muy diferentes entre 









Figura  85.  Análisis  comparado  de  la  evolución  de  las  subpoblaciones  MHCIIloLy51lo,  MHCIImedLy51lo, 
MHCIIhiLy51lo,  MHCIIloLy51med,  MHCIImedLy51med,  MHCIIhiLy51med  y  MHCIIhiLy51hi  entre  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ durante la ontogenia y a 7PN. (A) El porcentaje de células MHCIIloLy51lo es significativamente menor 
en los timos EphB2‐/‐ entre 13.5F y 14.5F respecto a los timos EphB2LacZ, pero mayor a 15.5F. (B) La proporción 
de células MHCIImedLy51lo es significativamente mayor en  los  timos EphB2‐/‐,  respecto a  los EphB2LacZ, a 15.5F 
pero menor a 17.5F y 7PN. (C) La subpoblación MHCIIhiLy51lo en los timos EphB2‐/‐ incrementa significativamente 
a  15.5F  y  17.5F,  pero  no  a  7PN  respecto  de  los  valores  EphB2LacZ.  (D  y  E)  Los  porcentajes  de  células 
MHCIIloLy51med  (D)    y  MHCIImedLy51med  (E)    son  significativamente  menores  desde  14.5F  a  17.5F  en  los  timos 
EphB2‐/‐  respecto  de  los  valores  EphB2LacZ.  (F)  Los  valores  de  las  células MHCIIhiLy51med  son más  altos  en  los 




























































































































































































La  comparación  de  los  valores  observados  en  los  mutantes  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐ 
indicaban  dos  patrones  de  evolución  bastante  distintos  dentro  de  las  poblaciones 
definidas  por  Ly51  y  MHCII.  Los  timos  EphB2‐/‐  mostraron  un  porcentaje 
significativamente menor  de  células MHCIIloLy51lo  (Fig.  86A)  a  15.5F  pero  no  antes, 
cuando tanto  los valores EphB2‐/‐ como los EphB3‐/‐ estaban significativamente más 
bajos  que  los  WT  (14.5F,  Fig.  82A),  donde  después  de  haber  incrementado  los 
porcentajes, éstos bajan más lentamente en los timos EphB3‐/‐ explicando el resultado 
de  la  Figura  86A.  Respecto  de  la  subpoblación MHCIImedLy51lo,  no  había  diferencias 





que  aumentaba  significativamente  en  los  timos  EphB2‐/‐  a  15.5F  y  17.5F  para 
descender  a  7PN.  Aquí  las  células  EphB3‐/‐,  por  el  contrario,  iban  aumentando 
gradualmente.  Ya  hemos  señalado  la  posible  heterogeneidad  de  esta  población  que 
explicaría el comportamiento distinto en  los mutantes, pero no obstante, el  fenotipo 
parece ligeramente más severo en ausencia de EphB3. 
Cuando  se  analizaron  las  poblaciones más maduras  Ly51+,  las  principales  diferencias 
estaban en las subpoblaciones MHCIImedLy51med (Fig. 86E) y MHCIIhiLy51med (Fig. 86F), 
pero  no  en  las  subpoblaciones  MHCIIloLy51med  y  MHCIIhiLy51hi  (Fig.  86D,  G 
respectivamente).  La  subpoblación  MHCIImedLy51med  (Fig.  86E)  incrementaba  en  los 
timos EphB2‐/‐ a 15.5F pero descendía a 17.5F. A 15.5F, las dos poblaciones iniciaban 
su  recuperación  pero  ésta  es más  evidente  en  EphB2‐/‐;  luego,  cuando  comienza  a 
descender  a  17.5F,  la  caída  es  más  drástica  en  EphB2‐/‐,  permaneciendo  EphB3‐/‐ 




valores  sean  significativamente  más  bajos  a  15.5F  y  17.5F.  No  había  diferencias 







































































































































































































analizados, que  la  recuperación de  la  señal  reverse  en  los  timos EphB2LacZ  favorece 
una  cierta  mejora  en  la  maduración  de  las  células  MHCII+Ly51+  con  respecto  a  su 
ausencia  en  los  timos  EphB2‐/‐.  Además,  a  lo  largo  de  la  descripción  de  estos 
resultados  ya  hemos  señalado  que  respecto  a  las  poblaciones  definidas  por  la 
expresión  de  Ly51  y  MHCII,  la  falta  de  EphB2  o  EphB3  resulta  en  procesos  de 
maduración  alterados,  en  los  que  era  la  falta  de  EphB3  la  que  cursaba  con  mayor 
retraso  en  la  maduración  epitelial,  generando  en  algunas  poblaciones  celulares  un 
fenotipo  más  severo;  es  cierto,  no  obstante,  que  estos  dos  marcadores  identifican 
poblaciones  intermedias  cuyo  compromiso  con  corteza  y  médula  está  por  definir  y 
hacen difícil interpretar concluyentemente los resultados obtenidos. 
1.5.4. Poblaciones β5t+ 
Profundizando  en  el  estudio  de  las  células  epiteliales  corticales  Ly51+,  analizamos  la 
expresión de  la  subunidad β5t del  complejo del proteosoma que específicamente es 
expresada por  las  células  epiteliales  corticales  (Murata  y  cols.,  2007)  y que  juega un 
papel fundamental en la generación de un repertorio inmunocompetente de células T 
CD8+  restringidas  al  contexto  de  MHC  de  clase  I  (Nitta  y  cols.,  2010).  En  nuestro 
estudio,  determinamos  la  expresión  de  β5t,  sobre  secciones  histológicas  de  12.5F  y 
13.5F o sobre suspensiones celulares de 13.5F, 15.5F y 17.5F, ya que como hemos visto 
en el apartado 1.3, durante este periodo se expandía el epitelio cortical. Aunque β5t se 
ha  detectado  a  12.5F,  como  ya  había  sido  descrito  (Ripen  y  cols.,  2011),  en  nuestro 
caso no fuimos capaces de detectar su presencia en este estadio mediante citometría 
de  flujo  y  a  13.5F  la  proporción  de  células  epiteliales  totales  EpCAM+CD45‐  que 
expresaban  β5t  era  muy  baja.  En  estos  mismos  estadios  el  inmunomarcaje  de 
secciones  histológicas  sí  detectaba  expresión  de  β5t.  Es  necesario mencionar,  que  a 
diferencia  del  resto  de  trabajos  presentes  en  la  literatura  donde  se  determinaba  la 








El  análisis  de  las  secciones  histológicas  inmunomarcadas  en  timos WT  reveló  que  la 
expresión de β5t se extendía por todo el primordio tímico a 12.5F y a 13.5F (Fig. 87). La 








similar  al  descrito en  los  timos WT,  sin que existieran diferencias  significativas  entre 









Tal  y  como se muestra en  la Figura 89, determinamos  la expresión de β5t mediante 
citometría  de  flujo  siguiendo  el  esquema  mostrado,  analizándola  en  la  población 
epitelial total  (EpCAM+CD45‐) y en las células Ly51+ y Ly51‐. A 13.5F en  los timos WT, 
como  hemos  indicado  previamente,  la  proporción  de  células  epiteliales  totales 




Figura  89.  Identificación  de  la  población  epitelial  total  y  de  las  subpoblaciones  Ly51‐  y  Ly51+ 





Figura  88.  Análisis  cuantitativo  de  la 
expresión  de  β5t  respecto  al  tamaño  del 
primordio  tímico  a  12.5F  y  13.5F  en 
animales  WT  y  mutantes  en  EphB.  La 
expresión  de  β5t  se  mantiene  constante, 
entre 12.5F y 13.5F, tanto en la condición WT 
como  en  los  mutantes,  no  observándose  
además  diferencias  entre  los  mismos.  Los 























Por otro  lado, combinamos  la expresión de β5t  junto con  la del marcador Ly51, para 
estudiar  la  proporción  de  células  β5t+  dentro  de  la  población  Ly51+,  pero  también 
dentro de la Ly51‐, aparentemente comprometida con el linaje medular y por tanto, a 
priori,  negativa  para  la  expresión  de  esta  molécula  (Fig.  89).  Nuestros  resultados 
demostraban  que  a  13.5F  la  expresión  de  β5t  en  las  células  Ly51+ WT  era muy  baja 
(4%)    (Fig. 91A), pero este porcentaje era aún menor en  la población Ly51‐ WT  (1%) 
(Fig. 91B), mientras que a 15.5F la expresión de β5t aumentaba considerablemente en 








Este comportamiento ocurría  también dentro de  la población Ly51+  (Fig. 91A) donde 
de  nuevo,  los  timos  EphB3‐/‐  mostraban  un  fenotipo más  severo  que  los  EphB2‐/‐, 
aunque  los  tres  mutantes  mostraban  porcentajes  de  células  β5t+  significativamente 
muy  por  debajo  de  los WT;  algo  que  también  sucedía  a  17.5F,  aunque  entonces  no 
había diferencias entre  los mutantes  (Fig.  91A).  En el  caso de  la población  Ly51‐,  las 
Figura 90. Proporción de células β5t+ en  las 
células  EpCAM+CD45‐  en  los  timos  WT  y 
deficientes  en  EphB  a  13.5F,  15.5F  y  17.5F.  
La  gráfica  muestra  como  el  porcentaje  de 
células  β5t+  aumenta  entre  13.5F  y  17.5F 
tanto  en  timos  WT  como  en  aquellos 
deficientes  en  EphB.  Sin  embargo,  los  timos 
mutantes  tienen  significativamente  un 
menor porcentaje de estas células respecto a 
los   WT  tanto  a  15.5F  como  a  17.5F.  Sólo  a 




La  significación  estadística  de  los  valores 
obtenidos  se  indica  como:  **p≤0.01; 























células  β5t+  dentro  de  ella  aumentaban  respecto  a  los  valores  WT  tanto  en  timos 
EphB2‐/‐ como EphB3‐/‐ a 15.5F, pero no en EphB2LacZ, con valores significativamente 
más  altos  en  los  primeros  (Fig.  91B).  A  17.5F  el  aumento  del  porcentaje  de  células 
Ly51‐β5t+  en  los  timos  WT  hacía  que  las  poblaciones  mutantes  fueran 









intervienen  en  la  selección  negativa  de  las  células  T  y  en  la maduración  del  propio 
epitelio medular (Manley y cols., 2011).  
Figura 91. Proporción de células β5t+ en las poblaciones epiteliales Ly51+ y Ly51‐ en los timos WT y deficientes 
en  EphB  a  13.5F,  15.5F  y  17.5F.  (A)  La  gráfica muestra  como  el  porcentaje  de  células  β5t+  en  la  población 
epitelial  Ly51+  aumenta entre 13.5F  y 17.5F  tanto en  timos WT como deficientes en EphB.  Sin embargo,  los 
timos mutantes tienen un porcentaje significativamente menor de estas células que los WT a 15.5F y 17.5F y a 
15.5F  los  timos  EphB3‐/‐  presentan  un  porcentaje  significativamente menor  que  los  EphB2‐/‐.  (B)  La  gráfica 
muestra  como  el  porcentaje  de  células  β5t+  en  la  población  epitelial  Ly51‐  es  prácticamente  nula  a  13.5F  y 





estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  el  análisis 
estadístico de la t de Student. 




























































con  Ly51  y  al  escaso  número  de  células  UEA1+  existentes  en  ese  estadio,  nuestro 
estudio comenzó a 13.5F. Tal y como hemos visto en el apartado anterior, la expresión 




siendo  la  población  mayoritaria  MHCII‐UEA1‐,  aunque  también  había  células 
MHCIIloUEA1‐ y MHCIImedUEA1‐  (Fig. 93A) y algunas células MHCII‐UEA1lo/med (Fig. 92). 
Entre 14.5F y 15.5F  incrementaban considerablemente las células MHCIImedUEA1‐ y las 
MHCIIhiUEA1‐  (Fig.  93A).  Notablemente,  la  expresión  de  MHCII  aumentaba  muy 
rápidamente  en  estos  estadios,  algo  que  ya  habíamos  observado  en  el  caso  de  las 
células  Ly51+  (ver  Fig.  77).  Ambas  poblaciones,  esta  última  menos  numerosa, 
descendían  a  15.5F  desapareciendo  a  7PN;  todo  ello  en  detrimento  de  la  población 
doble  negativa  que  era  prácticamente  inexistente  a  15.5F  (Fig.  93A).  Además, 
aparecían,  en  este  estadio,  en  muy  baja  proporción  células  MHCIIlo,med,hi  que 
expresaban  UEA1lo/med  (Fig.  93B).  Entre  15.5F  y  17.5F  la  proporción  de  células 
UEA1lo/med  (MHCIIhiUEA1lo/med  y  MHCIImedUEA1lo/med)  incrementaba  (Fig.  93B)  en 
detrimento  de  las  poblaciones  UEA1‐  (Fig.  93A)  y  comenzaban  a  aparecer,  además, 
células  UEA1hi    (MHCIIhiUEA1hi  y  MHCIImedUEA1hi)  (Fig.  93C),  poblaciones  que 
aumentaban a  7PN (Fig. 93C), disminuyendo aquellas que expresaban niveles bajos y 
Figura  92.  Evolución  de  las  diferentes  subpoblaciones  epiteliales  tímicas  en  base  a  la  expresión  de  los 
marcadores MHCII y UEA1 durante el desarrollo embrionario (13.5F‐17.5F) y 7PN en timos WT. Se analizó la 
aparición de distintas subpoblaciones epiteliales dentro de la población EpCAM+CD45‐ en los timos WT según la 
expresión del marcador  funcional MHCII y el medular UEA1. Tal y como muestran  los dot plots a  lo  largo del 
desarrollo  se  definen  las  siguientes  subpoblaciones:  1=MHCII‐UEA1‐;  2=MHCIIloUEA1‐;  3=MHCIImedUEA1‐; 
4=MHCIIhiUEA1‐;  5=MHCII‐UEA1lo/med;  6=MHCIIloUEA1lo/med;  7=MHCIImedUEA1lo/med;  8=MHCIIhiUEA1lo/med; 






medios  de UEA1,  pero  que  seguían  presentes  en  este  estadio  (Fig.  93B).  Así,  a  7PN 






94),  observamos  que  todos  ellos  presentaban  una  acumulación  estadísticamente 
significativa de células primitivas MHCII‐UEA1‐ (Fig. 95), que no expresaban ninguno de 
los dos marcadores, desde 13.5F hasta 15.5F, lo que confirmaba una vez más el retraso 
Figura  93.  Evolución  de  las  distintas 
subpoblaciones  epiteliales  definidas  por  la 
expresión  de  MHCII  y  UEA1  en  timos  WT 
durante  el  desarrollo  embrionario  (13.5F‐
17.5F)  y  a  7PN.  Las  gráficas  muestran  la 
expresión  MHCII  en  las  distintas 
subpoblaciones UEA1: UEA1‐ (A), UEA1lo/med (B) 
y  UEA1hi  (C).  (A)  Tal  y  como  se  observa  en  la 
figura  la  subpoblación  mayoritaria  a  13.5F 
corresponde  a  la  población  MHCII‐UEA1‐  que 
disminuye  bruscamente  a  lo  largo  del 
desarrollo,  pero  también  existen  en  menor 
proporción  células  MHCIIloUEA1‐  y 
MHCIImedUEA1‐.  La  primera  de  ellas  aumenta 
ligeramente entre 13.5F y 14.5F, mientras que 
la  segunda  lo  hace  hasta  15.5F.  Entre  14.5F  y 
15.5F  también  aparece  la  subpoblación 
MHCIIhiUEA1‐. Todas estas subpoblaciones que 
no  expresan  UEA1  desaparecen  a  7PN.  (B)  A 
partir  de  15.5F  aparecen  células 
MHCIImedUEA1lo/med  y  MHCIIhiUEA1lo/med  que 
disminuyen  a  7PN,  de  forma  más  notoria  la 
primera,  y  células  MHCIImedUEA1hi  y 
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El  retraso  en  la  expresión  de  MHCII  en  la  población  MHCII‐UEA1‐  mutante 
correlacionaba  con  una  reducción  significativa  en  la  proporción  de  células 
MHCIIloUEA1‐ (Fig. 96A) y de células MHCIImedUEA1‐ (Fig. 96B) hasta 14.5F. 
Figura 94. Evolución de las subpoblaciones epiteliales tímicas en base a la expresión de los marcadores MHCII 
y  UEA1  durante  el  desarrollo  embrionario  (13.5F‐17.5F)  y  a  7PN  en  timos WT  y  deficientes  en  EphB.  Se 
analizó la aparición y evolución de distintas subpoblaciones epiteliales dentro de la población EpCAM+CD45‐ en 
los timos EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐ en comparación con los WT, según el nivel de expresión del marcador 
funcional MHCII y el medular UEA1. Tal y como muestran    los dot plots a  lo  largo del desarrollo en  los timos 
mutantes  se  definen  las  mismas  subpoblaciones  que  en  los  WT:  1=MHCII‐UEA1‐;  2=MHCIIloUEA1‐; 
3=MHCIImedUEA1‐;  4=MHCIIhiUEA1‐;  5=MHCII‐UEA1lo/med;  6=MHCIIloUEA1lo/med;  7=MHCIImedUEA1lo/med; 



























entre  13.5F  y  15.5F.  La  gráfica  muestra  la 
evolución de la subpoblación MHCII‐UEA1‐ en los 
timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  En  
los  timos  WT  la  población  MHCII‐UEA1‐ 
disminuye  gradualmente  desde  13.5F  hasta 
15.5F.  Sin  embargo,  aunque en  los mutantes  el 
comportamiento  es  similar  al  de  los WT,  desde 
13.5F  existe  una  acumulación  significativa  de 
estas  células  en  todos  ellos  respecto  a  los 
valores WT.  Los datos  corresponden a  la media 
(±SD)  de,  al menos,  5  fetos  analizados  en  cada 
estadio. La significación estadística de los valores 
obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01; 
***p≤0.005  según  el  análisis  estadístico  de  la  t 
de Student.
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  96.  Evolución  de  las  subpoblaciones 
MHCIIloUEA1‐  entre  13.5F  y  15.5F,  
MHCIImedUEA1‐  entre  13.5F  y  17.5F  y   
MHCIIhiUEA1‐ entre 14.5F y 17.5F en timos WT 
y deficientes en EphB. Las gráficas muestran  la 
evolución  de  las  subpoblaciones  MHCIIloUEA1‐ 
(A), MHCIImedUEA1‐ (B) y MHCIIhiUEA1‐ (C) en los 
timos WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y EphB3‐/‐.  (A) 
La  proporción  de  células  MHCIIloUEA1‐  en  los 
timos  WT  aumenta  entre  13.5F  y  14.5F  y 
disminuye  a  15.5F.  Los  mutantes  siguen  un 
patrón similar al WT entre 13.5F y 14.5F pero no 
a  15.5F,  mostrando  una  reducción  de  esta 
población  a  13.5F  y  14.5F,  pero  de  forma 
significativa  en  el  primer  estadio.  Este  retraso 
correlaciona con un incremento significativo de 
esta población en  todos a 15.5F  respecto a  los 
valores WT.  (B)  En  los  timos WT  la  proporción 
de células MHCIImedUEA1‐ aumenta entre 13.5F 
y 15.5F, y disminuye a partir de ese estadio. Las 
células  mutantes  siguen  un  patrón  similar, 




en  los  timos  mutantes  la  población  aumenta 
gradualmente  entre  14.5F  y  17.5F 
correlacionando  con  descensos  e  incrementos 
significativos respecto a los valores WT a 15.5F y 
17.5F respectivamente. Los datos corresponden 
a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos 
analizados  en  cada  estadio.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica 
como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el 
análisis estadístico de la t de Student.  











































































Como  hemos  visto  en  el  timo  WT  (Fig.  93),  entre  15.5F  y  17.5F  aparecían 








aunque  luego  volveremos  sobre  ello,  que  los  efectos  de  la  falta  de  EphB2  son más 
severos que los mostrados por estas poblaciones medulares por la ausencia de EphB3. 
Presumiblemente,  las  células  MHCIImedUEA1lo/med  pueden  evolucionar  a  células 
MHCIIhiUEA1lo/med o a células MHCIImedUEA1hi. La caída mostrada en los porcentajes de 
células  MHCIImedUEA1lo/med  mutantes  a  17.5F  correlacionaba  con  el  aumento, 
principalmente en los timos EphB2‐/‐, de las células MHCIIhiUEA1lo/med (Fig. 97B) y con 
la  caída  en  ese  mismo  estadio  de  la  población  MHCIImedUEA1hi  (Fig.  98A).  Aquí  los 
valores mutantes respecto a los WT están bajos, especialmente en los timos EphB2‐/‐ y 
EphB2LacZ pero no en  los EphB3‐/‐  (Fig.  98A).  Esta última población,  a  su  vez, debe 
permanecer como tal o madurar a células MHCIIhiUEA1hi. Los bajos valores de ésta en 
los mutantes tanto a 17.5F como a 7PN (Fig. 98B) justificaría nuevamente el retraso en 






Figura  98.  Evolución  comparada  de  las  subpoblaciones  MHCIImedUEA1hi  y 
MHCIIhiUEA1hi  a  17.5F  y  7PN  en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB.  Las  gráficas 
muestran la evolución de las subpoblaciones MHCIImedUEA1hi (A) y MHCIIhiUEA1hi (B) 
en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (A)  La  proporción  de  células 




entre  17.5F  y  7PN  en  los  timos  WT  y  en  los  mutantes,  aunque  estos  últimos 
presentan  valores  significativamente  menores  a  17.5F  y  7PN  respecto  a  los  WT, 
excepto  los  EphB3‐/‐  en  este  último  estadio.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD) de, al menos, 5 fetos analizados en cada estadio. La significación estadística de 
los  valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01;  ***p≤0.005  según  el 
análisis estadístico de la t de Student.  



























































WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  97.  Evolución  comparada  de  las  subpoblaciones  MHCIImedUEA1lo/med  y 
MHCIIhiUEA1lo/med a 17.5F y 7PN en timos WT y deficientes en EphB. Las gráficas 
muestran  la  evolución  de  las  subpoblaciones  MHCIImedUEA1lo/med  (A)  y 
MHCIIhiUEA1lo/med  (B)  en  los  timos  WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (A)  La 
proporción  de  células  MHCIImedUEA1lo/med  de  timos  WT  y  mutantes  disminuye 























































Efectivamente,  como ya hemos apuntado,  la  falta de EphB no afectaba de  la misma 
manera  a  las  poblaciones medulares  analizadas.  Los  valores  de  los  timos  EphB2LacZ 
mostraban menos diferencias o, en alguno casos ninguna, con respecto a los WT que 
los  timos  EphB2‐/‐,  y  los  efectos  de  la  ausencia  de  EphB3  resultaban  en  menos 
alteraciones que los mostrados por los mutantes EphB2‐/‐. 
En  todas  las  subpoblaciones  que  no  expresaban UEA1,  pero  sí  diferentes  niveles  de 
MHCII, no se observaban diferencias al comparar los valores de los timos EphB2‐/‐ vs 
EphB2LacZ    y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐  (datos  no  mostrados).  Sin  embargo,  cuando 
comparábamos aquellas poblaciones que ya expresaban UEA1 (UEA1lo/med y UEA1hi) a 
17.5F y 7PN, pertenecientes al  linaje medular, se apreciaban  interesantes diferencias 
entre  los  distintos  mutantes  fundamentalmente  entre  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐.  Así,  al 




los EphB2‐/‐. Por otro  lado,  los  timos EphB3‐/‐ mostraron un porcentaje mayor de  la 
población MHCIImedUEA1lo/med  (Fig. 99C)  a 17.5F y 7PN respecto a  los  timos EphB2‐/‐ 
aunque  sólo  era  significativo  en  el  primer  estadio;  mientras  que  la  población 
MHCIIhiUEA1lo/med  (Fig.  99D)  era  menor  a  17.5F  y  mayor  a  7PN  pero  sin  ser 
estadísticamente significativo respecto a los timos EphB2‐/‐. 
Por  último,  no  existieron  diferencias  significativas  entre  poblaciones  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ  en  los  valores  de  las  subpoblaciones  MHCIImedUEA1hi  (Fig.  100A)  y 
MHCIIhiUEA1hi  (Fig.  100B)  a  17.5F  y  7PN,  pero  sí  entre  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  Así,  la 







Figura 99. Análisis  comparado de  las  subpoblaciones epiteliales   MHCIImedUEA1lo/med y MHCIIhiUEA1lo/med a 
17.5F y 7PN entre timos EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐. (A) Los timos EphB2‐/‐ respecto de los 
EphB2LacZ tienen un menor porcentaje de células MHCIImedUEA1lo/med en ambos estadios, pero las diferencias 
sólo  son  significativas  a  7PN.  (B)  La  subpoblación MHCIIhiUEA1lo/med  no muestra  diferencias  entre  los  timos 
EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ,  aunque  a  7PN  estos  últimos  tienen  un porcentaje  ligeramente menor.  (C)  Los  timos 























































proporciones  de  la  subpoblación MHCIImedUEA1hi  entre  los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ,    ni  tampoco  en  la 
subpoblación  MHCIIhiUEA1hi  (B).  (C)  Los  timos  EphB2‐/‐  tienen  respecto  a  los  EphB3‐/‐  un  porcentaje 
significativamente  menor  de  células  MHCIImedUEA1hi  a  17.5F  pero  mayor  a  7PN.  (D)  Los  timos  EphB2‐/‐ 
presentan  respecto  a  los  timos  EphB3‐/‐  un  porcentaje  significativamente menor  de  células MHCIIhiUEA1hi  a 
7PN,  pero  no  a  17.5F.  Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados  en  cada 

















































Estos  resultados  indican  que  el  patrón  de maduración  fenotípico  y  funcional  de  las 
células epiteliales medulares MHCII+UEA1+ de mutantes EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, aunque 
en  términos  generales  son  similares  en  cuanto que muestran un  retraso  respecto  al 
observado  en  ratones  WT,  exhiben  patrones  de  desarrollo  diferentes  y  específicos 
entre  los  dos  mutantes,  especialmente  en    estadios  avanzados,  que  sugieren  una 




medulares,  incorporamos  nuevos  marcadores  implicados  en  la  función  medular, 
estudiando  la  aparición  y  evolución  de  las  células  epiteliales  que  expresaban  las 
moléculas co‐estimuladoras CD40 y CD80. Como ya hemos dicho, CD40 se expresa en 
el epitelio cortical, pero también permite definir células epiteliales medulares (Shakib y 
cols.,  2009)  y  la  segunda molécula  es  específica  de  las  células  epiteliales medulares 
maduras  en  el  timo  fetal  tardío  y  postnatal  (Gabler  y  cols.,  2007).  A  lo  largo  del 
desarrollo,  la  aparición  de  las  células  medulares  maduras  CD80+  se  produce 
exclusivamente  en  células  que  son  CD40med/hi  y  no  expresan  marcadores  corticales 
(Ribeiro y cols., 2013).  
Consiguientemente,  analizamos  la  presencia  de  células  epiteliales  CD40med/hiCD80+ 
gateadas en  la población EpCAM+CD45‐ en timos WT y, posteriormente, en  los  timos 















CD40med/hi)  antes mencionadas,  pero  sólo  dos  para CD80 que denominamos CD80‐  y 
CD80+ (Fig. 101A). En este estadio, sólo la subpoblación CD40med/hi expresaba CD80 en 
un bajo porcentaje  (13%),  siendo  la población mayoritaria  la CD40loCD80‐  (57%)  (Fig. 
101B).  Entre  17.5F  y  7PN,  aunque  se mantenía  una  pequeña  proporción  de  células 
CD40‐CD80‐  y otra mayor, CD40loCD80‐, ambas descendían drásticamente a 7PN  (Fig. 
101B), y la mayoría estaba en las dos subpoblaciones que aumentaban con respecto a 
17.5F,  la  CD40med/hiCD80‐  (51%)  y  la  CD40med/hiCD80+  (34%)  (Fig.  101B). 




ocurrían  en  la  proporción  de  células  maduras  CD40med/hiCD80+,  que  era 
significativamente  menor  en  todos  los  mutantes  analizados  y,  particularmente  en 
EphB2‐/‐  (Fig.  103A).  Esta  reducción  no  se  correspondía  con  un  incremento  de  la 
Figura   101. Evolución de  las  subpoblaciones epiteliales  tímicas en base a  la expresión de  los marcadores 
CD40 y CD80 a 17.5F y 7PN en timos WT. (A) Se analizó  la aparición de distintas subpoblaciones epiteliales 
dentro  de  la  población  EpCAM+CD45‐  en  los  timos  WT  según  el  nivel  de  expresión  de  los  marcadores 
funcionales  CD40  y  CD80.  Tal  y  como  muestran  los  dot  plots  a  17.5F  y  7PN  pueden  definirse  cuatro 
subpoblaciones: 1=CD40‐CD80‐; 2=CD40loCD80‐; 3= CD40med/hiCD80‐ y 4= CD40med/hiCD80+.  A 17.5F la población 
mayoritaria  corresponde  a  las  células  CD40loCD80‐,  pero  existe  también  una  baja  proporción  de  células 
CD40med/hiCD80‐ y CD40med/hiCD80+ que, sin embargo, son las subpoblaciones mayoritarias a 7PN. Los dot plots 
son  representativos  de  los  fetos  analizados  para  cada  estadio.  (B)  La  gráfica  muestra  la  evolución  de  las 
distintas subpoblaciones anteriormente descritas entre 17.5F y 7PN en los timos WT. Nótese la disminución de 





población  CD40med/hiCD80‐  (Fig.  103B),  sino  de  las  subpoblaciones  que  la  precedían 
(CD40‐CD80‐ y CD40loCD80‐), donde nuevamente los cambios eran más severos en los 
timos  EphB2‐/‐.  Así,  en  éstos  había  un  incremento  significativo  de  la  subpoblación 
CD40‐CD80‐ (Fig. 103C) y de los porcentajes de CD40loCD80‐ (Fig. 103D) en EphB2‐/‐ y 











Figura  102.  Evolución  de  las 
subpoblaciones epiteliales tímicas en base 
a  la  expresión  de  los  marcadores  CD40  y 
CD80  entre  17.5F  y  7PN  en  timos  WT  y 
deficientes en EphB. Se analizó la aparición 
de  distintas  subpoblaciones  epiteliales 
CD40/CD80  dentro  de  la  población 




mismas  subpoblaciones  que  en  los  WT 
(1=CD40‐CD80‐;  2=CD40loCD80‐;  3= 
CD40med/hiCD80‐  y  4=  CD40med/hiCD80+). 
Nótese como el patrón de diferenciación es 
bastante  similar  al  observado  en  la 
condición  WT.  Los  dot  plots  son 










subpoblación  medular  madura  no  correlacionaba  con  incrementos  en  la  población 
CD40med/hiCD80‐  (Fig.  103B),  pero  si  en  la  CD40loCD80‐  (Fig.  103D),  que  aumentaba 


















WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura  103.  Evolución  de  las  subpoblaciones  CD40med/hiCD80+,    CD40med/hiCD80‐,  CD40‐
CD80‐  y  CD40loCD80‐  en  timos WT  y  deficientes  en  EphB  entre  17.5F  y  7PN.  La  gráfica 
muestra la evolución de las subpoblaciones CD40med/hiCD80+ (A),  CD40med/hiCD80‐ (B), CD40‐
CD80‐  (C)  y CD40loCD80‐  (D)  en  los  timos WT,  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (A)  En  los 
timos WT y mutantes la proporción de células CD40med/hiCD80+ aumenta entre 17.5F y 7PN, 
con  valores  significativamente  menores  en  los  mutantes  respecto  a  los  WT.  (B)  La 
proporción  de  células  CD40med/hiCD80‐    aumenta  entre  17.5F  y  7PN  en  los  timos  WT  y 
mutantes,  sin  que  existan  diferencias  entre  ellos.  (C)  La  población  CD40‐CD80‐  disminuye 
entre 17.5F y 7PN en los timos WT y mutantes, sólo los timos EphB2‐/‐ mantienen valores 
significativamente más  altos  a  17.5F.  (D)  El  porcentaje  de  células  CD40loCD80‐  disminuye 
acusadamente en  los timos WT y  los mutantes entre 17.5F y 7PN, sin embargo,  los timos 
EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ, pero no  EphB3‐/‐,  presentan valores  significativamente mayores a 
17.5F y 7PN respecto a  los WT. Los datos corresponden a  la media  (±SD) de, al menos, 5 



















































































Figura  104.  Análisis  comparado  de  la  subpoblación  epitelial  
CD40med/hiCD80+  a  17.5F  y  7PN  entre  timos  EphB2‐/‐  vs  EphB2LacZ  y 
EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐.  (A)  Los  timos  EphB2‐/‐  presentan  un  porcentaje 








































los EphB2‐/‐ o EphB2LacZ. De hecho,  cuando se  comparaban  las proporciones de  las 
distintas  subpoblaciones  entre  los  mutantes,  sólo  observábamos  diferencias  en  la 
población  CD40med/hiCD80+  cuyas  proporciones  eran  significativamente más  bajas  en 















aparición  y  evolución  de  las  poblaciones  epiteliales  medulares  que  expresan 
marcadores funcionales, estudiamos la expresión de AIRE, una molécula capital para el 
funcionamiento  de  la  médula  tímica.  Para  ello,  realizamos  un  análisis  cuantitativo 
sobre secciones histológicas donde determinamos el número de células AIRE+ en timos 
(17.5F)  con  una  médula  incipiente  y  en  otros  (7PN)  con  una  médula  mucho  más 
desarrollada. En ambos casos, el número de células AIRE+ fue calculado con respecto al 
tamaño del área medular (en mm2, AIRE+/mm2) identificada por la expresión de K5. Tal 




distribuidas  por  todo  el  área 
medular  K5+  apareciendo  en 
menor  número  a  17.5F.  Este 





observábamos  que  el  patrón 
de distribución en el  área K5+ 
era  como  el  descrito  en  los 
timos  WT,  pero  el  estudio 
morfométrico  demostraba 
diferencias.  Así  a  17.5F,  los 
timos  deficientes  en  EphB2  y 
EphB3  mostraban  una 
reducción  significativa  del 
número  relativo  de  células 
AIRE+ por mm2 de médula. Sin 
embargo,  en  el  caso  de  los 
timos  EphB2LacZ  no  había 
diferencias respecto a  los WT. 
Por  otro  lado,  cuando 
calculábamos  el  número  de 
células  AIRE+  a  7PN 
aumentaba  respecto  a  los 
valores  encontrados  a  17.5F  tanto  en  timos  WT  como  mutantes,  salvo  en  los 
EphB2LacZ  que mostraban  aproximadamente  los mismos  valores  en  ambos  estadios 







timos  WT  como  en  mutantes,  la  expresión  de  las  células  AIRE+ 
(rojo, flechas) estaba restringida a las áreas medulares K5+ (azul). 
En ambas condiciones entre ambos estadios había un incremento 








Hacia  el  final  del  periodo  fetal  y  en  los  primeros  días  de  la  vida  postnatal  los  focos 
medulares que se distribuyen por el parénquima tímico se expanden constituyendo la 
médula central única rodeada de islotes más o menos conectados entre sí (Irla y cols., 
2013).  Porque  junto  con  los  cambios morfológicos  en  los  procesos  de  las  TECs  (ver 
luego), la otra alteración morfológica más evidente descrita en los timos deficientes en 
EphB  era  la  aparente  desorganización  de  las  áreas  medulares  que  mostraban,  en 
general, menor tamaño y aparecían dispersas por el parénquima tímico (Garcia‐Ceca y 
cols., 2009a), determinamos, si este fenotipo medular era consecuencia de la falta de 
señalización  EphB,  para  lo  cual  analizamos  si  el  tratamiento  de  lóbulos  WT  con 
anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3  provocaba  alteraciones  en  la  histología  de  la 
médula tímica.  
Dichos  anticuerpos  fueron  testados  para  conocer  si  en  nuestras  condiciones 
experimentales  bloqueaban  la  señalización  vía  EphB2  o  EphB3,  asemejándose  a  la 
condición  de  los  ratones mutantes  estudiados  en  este  trabajo.  A  tal  fin,  analizamos 
mediante Western Blot el grado de fosforilación de residuos de tirosina específicos de 
Figura 106. Número de células AIRE+/mm2 en el área medular K5+ a 17.5F y 7PN en timos WT y deficientes en 





significativamente  más  bajos  de  células  AIRE+  que  los  timos  WT.  Nótese  como  los  timos  EphB2‐/‐  tienen 
significativamente menos  células  AIRE+  que  los  EphB2LacZ  a  17.5F  y  menos  que  EphB3‐/‐  a  7PN.  Los  datos 
corresponden a la media (±SD) de 3 timos analizados y de, al menos, 7 secciones no solapantes estudiadas en 

































Previamente  a  la  determinación  de  los  niveles  de  fosforilación  de  los  residuos  de 
tirosina  específicos  de  cada  receptor,  analizamos  el  grado  de  tirosinas  totales 
fosforiladas  (pTyr)  en  el  conjunto  de  los  receptores  Eph  totales  identificados  como 
proteínas de aproximadamente 110 KDa. Tal y como se observa en la Figura 107A, tras 
el  tratamiento  de  la  suspensión  celular  durante  5 minutos  con  los  anticuerpos  anti‐
EphB2 o anti‐EphB3 el nivel de tirosina total fosforilada en estos receptores disminuía 
al  comparar  los  valores  de  fosforilación  normalizados  con  los  correspondientes 
controles  de  isotipo  (valor  1).  Los  resultados  confirmaron  que  estos  anticuerpos 
reducían  la  fosforilación  de  los  residuos  de  tirosina  de  las  Eph  y  en  consecuencia 
disminuían  la  señalización  forward  a  través  de  los  mismos.  Sin  embargo,  la 





las  dos  Eph.  En  el  caso  de  EphB2,  debido  a  la  ausencia  de  anticuerpos  comerciales 
capaces de  identificar exclusivamente  las tirosinas fosforiladas de EphB2, empleamos 
un  anticuerpo  que  reconocía  de  forma  conjunta  la  tirosina  fosforilada  de  EphB1  y 










descritos  con  anti‐EphB2,  aunque  la  disminución  era  algo menor  que  en  el  caso  de 
EphB2  (Fig.  107C), mientras  que  la  estimulación  con  las  proteínas  de  fusión  inducía 
nuevamente  un  incremento  de  las  tirosinas  fosforiladas  específicas  de  este  receptor 
(Fig. 107C).  
Figura 107. Determinación de los niveles de fosforilación de los receptores EphB2 y EphB3 mediante Western 
Blot.  Las  figuras muestran  las membranas  y  la  fosforilación  relativa  de  los  receptores  Eph  totales,  EphB2  o 
EphB3  tras  el  tratamiento  con  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3  o  proteínas  de  fusión  ephrina‐B1Fc  y 
ephrina‐B2Fc. A‐C. Las imágenes muestran una membrana representativa de los experimentos realizados donde 
se  detecta  la  fosforilación  total  (pTyr)  en  los  receptores  Eph  (A),  la  fosforilación  de  la  Tirosina  594  y  604 
(pTyr594+pTyr604) en  los receptores EphB1 y EphB2, respectivamente (B) y  la fosforilación de  la Tirosina 608 
(pTyr 608) en el receptor EphB3 (C); todos ellos identificados por un peso molecular (PM) de aproximadamente 
110KDa.  También  se  muestra  en  las  mismas  muestras  y  condiciones  experimentales  la  identificación  de  la 
proteína endógena GAPDH, correspondiente a un PM de 36KDa. Las gráficas muestran los valores relativizados 
de  fosforilación.  Nótese  como  el  tratamiento  con  los  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3  provoca  una 
reducción en el grado de fosforilación de las Tirosinas totales (A), de las de EphB1+EphB2 (B) y de las de EphB3 









Una  vez  confirmada  la  naturaleza  inhibitoria  de  la  señalización  forward  de  EphB2  o 





mayor  número,  dispersas  por  el  parénquima  tímico  (K8+)  (Fig.  108B,  C  flechas). 
Similares  resultados  se  obtuvieron  al  analizar  las  secciones  histológicas  de  RTOCs 
formados con células WT (Fig. 108D) y deficientes en EphB2 (Fig. 108E) o EphB3 (Fig. 
108F).  
Figura  108.  Distribución  y  tamaño  de  los  focos  medulares  K5+  en  diferentes  reagregados  tratados  con 
anticuerpos anti‐EphB o establecidos empleando células deficientes en EphB. (A, B y C) Las imágenes muestran 
la organización y tamaño de las áreas K5+ (flechas) en reagregados empleando células WT tratadas o no (A) con 
anti‐EphB2  (B) o  anti‐EphB3  (C). Nótese el menor  tamaño de  las  áreas K5+  y el mayor número de  las mismas 
distribuidas  por  el  parénquima  tímico  K8+,  en  comparación  con  los  reagregados  control  (A).  (D,  E  y  F)  Las 
imágenes muestran el tamaño y la distribución de las áreas K5+ en reagregados establecidos con células WT (D), 
deficientes en EphB2 (E) o en EphB3 (F). Nótese, al  igual que en el caso anterior, el menor tamaño y la mayor 





Un  posterior  análisis  morfométrico  de  las  secciones  determinó  las  diferencias 
cuantitativas  existentes  en  las  distintas  condiciones  experimentales.  Los  resultados 
demostraron que el número relativo de áreas K5+ por sección histológica aumentaba 
significativamente  en  los  lóbulos  que  recibían  los  anticuerpos  con  respecto  a  los 
controles de  isotipo  (Fig. 109A), mientras que el  tamaño de  las áreas medulares K5+ 
respecto  al  tamaño  de  la  sección  era  significativamente  menor  (Fig.  109B).  Estos 
resultados eran similares a  los obtenidos cuando analizábamos comparativamente el 
número  relativo  de  áreas  K5+  (Fig.  109C)  y  su  tamaño  (Fig.  109D)  en  reagregados 
establecidos  con  células  EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐.  Cuando  se  compararon  estos  valores 
entre  RTOCs  mutantes,  el  número  de  áreas  K5+  por  sección  era  significativamente 
mayor en los RTOCs EphB2‐/‐ que en los RTOCs EphB3‐/‐ (Fig. 109C). Este resultado era 
















sección  en  RTOCs  tratados  con  anticuerpos  anti‐EphB,  así  como  en  RTOCs 
establecidos con células deficientes en EphB2 o EphB3. Las gráficas muestran como 






































































































que  contiene,  sin  duda,  progenitores  epiteliales  (Bennett  y  cols.,  2002;  Gill  y  cols., 
2002). Por su parte, células epiteliales fetales que expresan fuertemente claudina‐3 y 
claudina‐4  (Cld3,4)  originan  in  vitro  exclusivamente  TECs  medulares  maduras, 
correspondiendo,  por  tanto,  a  progenitores  comprometidos  con  el  linaje  medular 
(Hamazaki  y  cols.,  2007).  Sobre  esta  base  analizamos  la  población  medular  Cld3,4+ 







del  área  medular,  la  proporción  de  las  células  MTS20hiCld3,4hi  disminuía  hasta 
prácticamente  desaparecer  a  15.5F  (Fig.  110)  tal  y  como  han  descrito  otros  autores 
(Hamazaki y cols., 2007). El patrón de distribución de la población MTS20hiCld3,4hi en 
las  secciones  de  los  timos mutantes  a  12.5F no mostraba diferencias muy evidentes 
respecto al de timos WT (Fig. 110). Sin embargo, a partir de 14.5F y, más claramente a 
15.5F,  era  evidente  que  los  timos  mutantes  contenían  una  mayor  proporción  de 
































Figura  111,  había  un 
notable  incremento  en  la 
proporción  de  células 
MTS20+  y  Cld3,4+  respecto 
a  la condición de los timos 
de  15.5F  (Fig.  110). 
Curiosamente  en  estos 
timos postnatales no todas 
las  células  Cld3,4+  eran 
MTS20,  más  bien  la  
proporción  de  células 




función  de  su  intensidad 
(Cld3,4hi  y  Cld3,4lo/med). 
Cuando  se  analizó  la 
aparición  de  las  células 
Cld3,4+  en  los  timos 
mutantes  se  observaban 
las  mismas  poblaciones 










Estas  células  se  localizan  en  grupos  celulares  correspondientes  a  áreas 
medulares.  En  el  interior  de  estas  zonas  se  observa  algunas  células 
MTS20hiCld3,4hi  (flecha),  pero  también  células  MTS20hiCld3,4‐  (cabeza 
flecha)  y MTS20‐Cld3,4+  (asterisco).  En  los  timos mutantes,  se observan 
las mismas poblaciones y distribución pero parecían contener un menor 
número de células Cld3,4hi  totales con respecto al  tamaño de  la sección 





En  base  a  estos  resultados,  cuantificamos  el  área  ocupado  por  las  células  Cld3,4hi 
totales  con  respecto  a  la  sección  tímica  total  identificada  por  la  expresión  de  K8 
(marcaje no mostrado) correspondiente a  todo el órgano. Este análisis morfométrico 
puso  de  manifiesto  que  los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  mostraban  una  reducción 
significativa  en  la  proporción  de  células  Cld3,4hi  totales  con  respecto  a  los WT  (Fig. 





Nuevos  datos  sobre  los  progenitores  del  epitelio  medular  tímico  han  identificado  
recientemente a 14.5F una subpoblación de células Cld3,4hi que expresan el marcador 
SSEA1  (un marcador  de  células  madre  embrionarias  en  ratón)  (Sekai  y  cols.,  2014). 
Dicha  población  celular  era  auto‐renovable,  clonogénica,  y mostraba  capacidad  para 
generar  células  epiteliales  medulares  maduras,  una  propiedad  que  decrecía 





Figura  112.  Proporción  del  área  ocupado  por 
células  Cld3,4hi  totales  respecto  al  tamaño  de  la 
sección tímica a 7PN en animales WT y mutantes 
en  EphB.  La  proporción  del  área  ocupado  por 
células  Cld3,4hi  totales  respecto  al  tamaño  de  la 
sección  tímica  es  significativamente menor  en  los 
timos mutantes EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, pero no en los  
EphB2LacZ respecto a los valores WT, aunque estos 
últimos  muestran  un  porcentaje  ligeramente 
menor. No hay diferencias entre  los valores de  los 
timos mutantes. Los datos corresponden a la media 






































Estos  resultados  demostrarían  un  retraso  inicial  en  la  maduración  de  estos 





Utilizamos a  continuación  la  expresión de  los marcadores  integrina‐α6  (α6; CD49f)  y 
Sca‐1,  recientemente  descritos  por  definir  nuevas  poblaciones  de  progenitores 
epiteliales en timo postnatal, para profundizar en el análisis del fenotipo de los timos 
deficientes en EphB. Estudios previos ya habían confirmado  la existencia,  tanto en el 
timo postnatal  como  adulto,  de  progenitores  epiteliales  con  capacidad  para  generar 
células del linaje cortical y medular (Bleul y cols., 2006) pero, sólo recientemente Wong 
Figura  114.  Presencia  de  células  Cld3,4hiSSEA1+  a 
14.5F y 17.5F en timos WT y deficientes en EphB.  En 
los  timos WT  la  proporción de  células  Cld3,4hiSSEA1+ 
incrementa  entre  14.5F  y  17.5F  pero  no  en  timos 
mutantes  que  muestran  valores  similares  o 
ligeramente más bajos a 17.5F  con  respecto a 14.5F, 
en relación con la significativa acumulación de células 
Cld3,4hiSSEA1+  a  14.5F  al  comparar  con  los  valores 
WT.  Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al 
menos,  5  fetos  analizados  en  cada  estadio.  La 
significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se 
indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01  según  el  análisis 




















Figura  113.  Evolución  de  la  población  epitelial 
Cld3,4hiSSEA1+  a  14.5F  y  17.5F  en  timos WT.  Los 
dot  plots muestran  un  ejemplo de  la  presencia  de 
células  Cld3,4hiSSEA1+  dentro  de  la  población 
epitelial  total  EpCAM+CD45‐  a  14.5F  y  17.5F  en 
timos WT. Nótese  como  incrementa  la  proporción 
de estas células entre ambos estadios. Los dot plots 





y  colaboradores  (Wong  y  cols.,  2014)  han  demostrado  que  el  timo  adulto  de  ratón 
contiene una subpoblación de células con una fuerte expresión de α6 y Sca‐1 (α6hi/Sca‐
1hi)  dentro  de  una  subpoblación  de  células  epiteliales  corticales  inmaduras 
denominadas  cTEClo  (MHCIIloUEA1‐).  Estas  células  son  capaces  in  vivo  de  auto‐
renovarse y dar lugar a las diferentes subpoblaciones epiteliales tanto corticales como 
medulares caracterizadas por la expresión de MHCII y UEA1 (Wong y cols., 2014). 
En base  a  estos  resultados  y  a  los descritos  en  apartados  anteriores  de  este  trabajo 
donde se demostraba la acumulación de diferentes células epiteliales progenitoras en 
estadios  fetales  tempranos  (MTS20+,  Cld3,4+MTS20+),  pero  no  en  estadios  fetales 




WT,  la  población  epitelial  mayoritaria  era  α6medSca‐1‐  (1).  En  este  estadio  existían 





marcadores:  α6medSca‐1med  (2),  α6medSca‐1hi  (3),  α6hiSca‐1med  (4)  y  α6hiSca‐1hi  (5).  En 
este estadio la proporción de células α6hiSca‐1hi fue relativamente baja (algo menos de 
un 13%), siendo la población mayoritaria la α6medSca‐1hi  (algo menos de un 40%). Los 












estaba  muy  poco  representada  (Fig.  116A);  sin  embargo,  todos  ellos  mostraban 
valores  ligeramente superiores, aunque de  forma significativa únicamente en el caso 
de  EphB2‐/‐  (Fig.  116A).  Por  otro  lado,  analizando  la  población mayoritaria  en  este 
estadio (α6medSca‐1‐) en todos  los timos mutantes estaba  ligeramente reducida, pero 
de forma significativa con respecto a los valores WT (Fig. 116B). La reducción en esta 











Figura 115. Aparición y evolución de  las diferentes  subpoblaciones epiteliales en base a  la expresión de  los 
marcadores integrina‐α6 (α6) y Sca‐1 a 17.5F y 7PN en timos WT y deficientes en EphB. Se analizó la aparición y 
evolución de diferentes subpoblaciones α6 y Sca‐1 dentro de  la población epitelial  total  (EpCAM+CD45‐) en  los 
timos WT, EphB2‐/‐, EphB2LacZ y EphB3‐/‐ a 17.5F y 7PN. A 17.5F la población principal es α6medSca‐1‐ (1), con 
una baja proporción de células α6medSca‐1med  (2), α6medSca‐1hi  (3), α6hiSca‐1med  (4) y α6hiSca‐1hi  (5).   A 7PN  las 
células  α6medSca‐1‐  son  prácticamente  inexistentes  debido  al  aumento  de  las  células  α6medSca‐1med  (2)  y 

























en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB.  La  gráfica 
muestra  como  la proporción de células α6hiSca‐1hi 







estadístico de la t de Student. WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
 
Figura 116. Proporción de células α6hiSca‐1hi, α6medSca‐1‐, α6medSca‐1med,  α6hiSca‐1med y α6medSca‐1hi en timos 
WT  y  deficientes  en  EphB  a  17.5F.  La  gráfica  muestra  como  (A)  la  proporción  de  células  α6hiSca‐1hi  es 
significativamente más alta sólo en los timos EphB2‐/‐ respecto a los timos WT, sin diferencias con el resto de 
mutantes.  (B)  Los  porcentajes  de  células  α6medSca‐1‐  son  significativamente menores  en  todos  los mutantes 
respecto a los timos WT. (C) El porcentaje de células α6medSca‐1med es mayor en los timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ 
respecto a los WT, aunque sólo significativamente en los últimos. (D) La proporción de células α6hiSca‐1med es 







































































































Analizando  el  resto  de  subpoblaciones  epiteliales  en  los  timos  deficientes  en  EphB, 
observábamos  diferencias  puntuales  tanto  entre mutantes  como  en  subpoblaciones 
concretas.  Así,  la  subpoblación  α6medSca‐1med  (Fig.  118A)  no  estaba  afectada  en  los 
timos EphB3‐/‐,  pero era significativamente menor en los timos EphB2‐/‐ y mayor en 
los  EphB2LacZ.  Al  comparar  entre  mutantes  observábamos  que  estas  células 
disminuían significativamente en los timos EphB2‐/‐ respecto de los valores EphB2LacZ 
y  EphB3‐/‐  (Fig.  118A).  Por  otro  lado,  las  células  α6medSca‐1hi  (Fig.  118B)  estaban 
significativamente  incrementadas  en  los  timos  EphB2‐/‐  pero  reducidas  en  los 
EphB2LacZ y EphB3‐/‐ con respecto a  los WT. Al comparar entre mutantes,  los  timos 
EphB2‐/‐  presentaban  valores  significativamente  más  altos  que  los  otros  dos  (Fig. 
118B). Finalmente, no había diferencias en la subpoblación α6hiSca‐1med (Fig. 118C)  en 
los timos EphB2‐/‐ ni EphB3‐/‐, pero si un ligero incremento significativo en los timos 
EphB2LacZ  respecto  de  los  valores WT,  sin  diferencias  con  los  otros  mutantes  (Fig. 
118C). 
Estos resultados indicarían que la falta de EphB2, en mayor medida que la de EphB3, 
cursa  con  un mayor  porcentaje  de  las  células  epiteliales  con  capacidad  progenitora 
α6hiSca‐1hi  durante el periodo  fetal  tardío pero no durante el periodo postnatal  tal  y 
como  hemos  observado  con  otros marcadores;  además,  la  recuperación  de  la  señal 




presentan  valores  significativamente  menores  que  los  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  (B)  La  proporción  de  células 
α6medSca‐1hi  en  los  timos  EphB2‐/‐  es  significativamente  más  alta  que  en  los  timos WT,  mientras  que  en  los 
EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐  es  significativamente  menor.  Los  timos  EphB2‐/‐  presentan  valores  significativamente 
mayores que los EphB2LacZ y EphB3‐/‐. (C) El porcentaje de células α6hiSca‐1med sólo es significativamente mayor 
en los timos EphB2LacZ respecto a los WT, sin que existan diferencias significativas al comparar con el resto de 








































































anteriores  de  este  trabajo,  la  falta  de  las  distintas  EphB  cursaba  con  retraso  en  la 
maduración de varias poblaciones epiteliales inmaduras, por lo que evaluamos cuál era 




en  el  área  medular  K5+  (línea  punteada),  con  una  escasa  o  nula  presencia  en  el 
compartimento  cortical  Ly51+,  restringiéndose  en  esta  región  principalmente  a  la 
cápsula  tímica  y  a  la  subcápsula  (Fig.  119A,  B).  A  mayores  aumentos,  junto  con  la 
expresión  de  los  marcadores  K5  y  Ly51,  pudimos  definir  diferentes  subpoblaciones 
celulares  en  base  a  la  expresión  de  PDPN  (Fig.  119C).  Así,  en  el  área  medular 
observábamos una población mayoritaria Ly51‐/loK5+PDPN+ localizada en regiones más 
internas  junto  con  células  Ly51‐K5+PDPN‐/lo  y  Ly51‐/loK5+PDPNhi  distribuidas  por  la 
periferia de la misma y próximas al BCM. Por otro lado, analizando el BCM definido por 
la  coexpresión  de  Ly51  y  K5  observábamos  que  en  las  regiones  más  próximas  al 
compartimento  medular  aparecían,  de  forma  aislada,  células  Ly51+K5+PDPN+,  pero 
también  Ly51+K5‐/loPDPN+.  Las  primeras  podrían  considerarse  células más  inmaduras 
por expresar los tres marcadores y las que, por tanto, podrían ser progenitoras. Por el 
contrario,  las  últimas  podrían  corresponder  a  células  estromales  no  epiteliales  que 
rodean  los  vasos  sanguíneos  del  BCM  tal  y  como  definieron  Lucas  y  colaboradores 




cortical  Ly51+K5‐PDPN‐  presentaba  algunas  células  Ly51+K5+PDPN‐  dispersas  y  una 
población PDPN+  restringida a  la cápsula y subcápsula, como ya hemos dicho, donde 
aparecían como células Ly51‐K5‐PDPN+ y también algunas Ly51+K5‐PDPN+. 
El análisis de  las poblaciones PDPN+ en  los  timos mutantes resultó difícil debido a su 
desorganización  histológica  impidiéndonos  realizar  un  estudio  cuantitativo  como  el 




esta  última  región  no  existían  diferencias  con  el  patrón  descrito  en  los  timos  WT, 
apareciendo  las  mismas  subpoblaciones  (Ly51‐K5‐PDPN+  pero  también  algunas 
Ly51+K5‐PDPN+).  Sin  embargo,  en  el  compartimento medular  aunque  se mantenía  el 




en  ambos  timos  mutantes  parecía  haber  una  menor  proporción  de  células  Ly51‐























Como  indicábamos  en  apartados  anteriores,  los  distintos  timos  deficientes  en  EphB 













2.1.1.1. Alteraciones en  las células progenitoras  linfoides PIRA/B+   y en 
timocitos DN  
Para  identificar  la  subpoblación  de  células  progenitoras  que  colonizan  el  primordio 
tímico se empleó el marcador PIRA/B (paired immunoglobulin‐like receptor) (Masuda y 
cols.,  2005;  Desanti  y  cols.,  2011),  un  receptor  glicoproteico  de  transmembrana  que 
presenta dos isoformas (A y B) y que es específico de progenitores de células T, células 
NK y DC (Masuda y cols., 2005). En nuestro estudio combinamos la expresión de PIRA/B 
con  la  del  marcador  de  células  hematopoyéticas  (CD45),  definiendo  las  células 
progenitoras  linfoides  como  células  CD45+PIRA/B+  como  han  hecho  otros  autores 
(Jenkinson y cols., 2007). Como se muestra en la Figura 120, en los timos WT de 12.5F 
la  inmensa  mayoría  de  células  CD45+  expresaban  el  marcador  PIRA/B  (CD45+PIRA/B+), 





primordio  tímico  temprano  (Douagi  y  cols.,  2002).  Por  lo  tanto,  a  12.5F  las  células 











en  todos un porcentaje  significativamente menor de estas  células,  sin diferencias de 
los  valores  mutantes  entre  sí  (Fig.  121A),  al  igual  que  cuando  analizábamos  los 
números  absolutos  de  dichas  células  (Fig.  121B).  En  este  estadio,  por  tanto,  las 
diferencias  observadas  en  la  proporción  de  células  tímicas  CD45+  podrían  deberse 
principalmente a esta reducción de progenitores CD45+PIRA/B+. 
Figura 121. Porcentaje y número absoluto de células CD45+PIRA/B+ en los timos de 12.5F WT y deficientes en 
EphB.  Los  timos  deficientes  en  EphB  tienen  un  porcentaje  (A)  y  número  (B)  de  células  CD45+PIRA/B+  













































Figura  120.  Identificación  de  progenitores  linfoides  tempranos  en  base  a  la 
expresión  del marcador  PIRA/B  en  el  timo  de  12.5F.  Se  delimitó  la  región  R1 
como la población tímica total en base a su tamaño y complejidad (FSC‐SSC) y a 

















A  su  vez,  el  menor  porcentaje  de  células  CD45+PIRA/B+  encontrado  en  los  timos 
mutantes  podría  ser  debido  a  varias  causas,  entre  ellas,  a  su menor  presencia  en  el 
hígado  fetal  en estos  ratones, desde donde  colonizan el  timo  (Douagi  y  cols.,  2002). 
Como se observa en la Figura 122, a 12.5F en el hígado de los animales WT había una 














Figura  123.  Proporción  de  células 
CD45+PIRA/B+  en el hígado de  ratones de 
12.5F  WT  y  deficientes  en  EphB.  La 
proporción  de  células  progenitoras 
CD45+PIRA/B+ no disminuía en el hígado en 
ninguno  de  los  animales  deficientes  en 
EphB  en  comparación  a  los  valores  WT. 
Los datos  corresponden a  la media  (±SD) 
















WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura 122. Presencia de progenitores CD45+PIRA/B+ en el hígado de 12.5F. 
Se  delimitó  la  región  R1  como  la  población  hepática  total  en  base  a  su 
tamaño  y  complejidad  (FSC‐SSC),  y  se  identificó  en  ella  la  población 
progenitora CD45+PIRA/B+ de acuerdo a la expresión de los marcadores CD45 






















déficit de progenitores que colonizan el  timo, el  sistema se  recupera expandiendo  la 
población de timocitos más tempranos del compartimento DN (Krueger y cols., 2010). 
Para  estudiar  si  en  nuestros mutantes  ocurría  algo  semejante,  aparte  de  evaluar  el 
porcentaje de células linfoides en ciclo en todos estos estadios (ver luego), analizamos 
comparativamente la evolución de esta población celular entre 12.5F y 14.5F en timos 
mutantes  y  WT.  La  población  DN  es  una  población  heterogénea  de  células  cuyas 
subpoblaciones  se  definen  en  base  a  la  expresión  de  los marcadores  CD44  y  CD25, 
dentro de  las  células que no expresan  los distintos marcadores de  linaje  (Lin‐:  CD3ε, 
CD4, CD8, CD45R/B220, CD11b, Ly‐76, Ly‐6G y Ly‐6C). Estas células además, tienen una 
expresión  variable  de  c‐kit  (CD117),  pudiéndose  definir  de  este  modo  cuatro 
subpoblaciones  de  timocitos  DN:  DN1  (c‐kit+CD44+CD25‐),  DN2  (c‐kit+CD44+CD25+), 
DN3 (c‐kit‐/loCD44‐CD25+) y DN4 (c‐kit‐/loCD44‐CD25‐) (Ceredig y Rolink, 2002).  





















Figura  124.  Número  absoluto  de  células 
CD45+PIRA/B+ en el hígado fetal (12.5F) de 
ratones  WT  y  deficientes  en  EphB.    El 
número  de  células  progenitoras 
CD45+PIRA/B+  en el hígado de los animales 
mutantes  es  similar  al  de  los  animales 














Figura 125. Análisis de  los  timocitos DN en el  timo de  ratones WT y deficientes en EphB entre 12.5F‐14.5F. 
Inicialmente se delimitó la región R1 como la población tímica total en base al tamaño y complejidad (FSC‐SSC) y 
posteriormente  se  seleccionaron  en  ella  aquellas  células  que  no  expresaban  los  marcadores  de  linaje  (Lin‐: 
negativas para CD3ε, CD4, CD8, CD45R/B220,  CD11b,  Ly‐76  (células eritroides)  y  Ly‐6G y  Ly‐6C  (granulocitos). 
Posteriormente  los  timocitos DN  (DN1‐DN4)  fueron  identificados por  la expresión de CD44 y CD25 analizados 









proporción  de  células  DN1  y  DN2  junto  con  una  disminución  en  la  proporción  de 
células  DN3  y  DN4,  con  respecto  a  los  valores  WT  (Tabla  1).  En  cambio,  los  timos 
EphB2LacZ y EphB3‐/‐  tenían porcentajes de células DN3 significativamente menores 








Además,  se observa  como éstos presentan a 12.5F  y 13.5F un porcentaje  significativamente mayor de DN1 y 







% DN1  % DN2 % DN3 % DN4
12.5F
WT 93,35 ± 2,53 6,65 ± 2,53 0 ± 0 0 ± 0
EphB2‐/‐ 98,33 ± 0,47** 1,68 ± 0,47** 0 ± 0 0 ± 0
EphB2LacZ 97,92 ± 0,94** 2,08 ± 0,94** 0 ± 0 0 ± 0
EphB3‐/‐ 98,04 ± 0,72** 1,97 ± 0,71** 0 ± 0 0 ± 0
13.5F
WT 67,80 ± 4,50 31,99± 4,34 0 ± 0 0 ± 0
EphB2‐/‐ 83,82 ± 4,74*** 16,18 ± 4,74*** 0 ± 0 0 ± 0
EphB2LacZ 75,61± 2,44* 24,39 ± 2,44* 0 ± 0 0 ± 0
EphB3‐/‐ 74,62± 3,74* 25,39 ± 3,74* 0 ± 0 0 ± 0
14.5F
WT 7,93 ± 0,90 11,49 ± 1,02 50,32 ± 2,81 30,99 ± 2,16
EphB2‐/‐ 13,16 ± 3,19* 19,96 ± 3,14*** 44,08 ± 5,27* 22,79 ± 1,86***
EphB2LacZ 9,09 ± 2,50 10,80 ± 2,48 41,81 ± 3,80*** 38,30 ± 2,04***





se  produce  una  recuperación  total  de  las  poblaciones  DN  como  sucede  en  otros 
modelos experimentales, en que el número de progenitores que colonizan el timo son 
bajos,  sino  que hay un  retraso  en  su maduración,  particularmente  en  el  caso de  los 
timos EphB2‐/‐. En los timos EphB2LacZ y EphB3‐/‐ los valores son más parecidos a los 
WT, de manera que a 14.5F ya sólo muestran valores más bajos de las proporciones de 






Los  resultados  descritos  en  el  apartado  anterior  demostraban  que  el  porcentaje  de 
células  progenitoras  CD45+PIRA/B+  que  colonizaban  el  timo  de  ratones  fetales 
deficientes en EphB era significativamente menor que el observado en los timos WT, a 
pesar de que no había diferencias en  las proporciones ni en  los valores absolutos de 
dichos  progenitores  en  el  hígado  fetal  donde  se  generan.  Parecía,  por  tanto,  que  el 
problema podría  radicar  en el  propio proceso de  la  colonización,  un proceso que  ya 
habíamos demostrado in vitro utilizando FTOCs de 15.5F y progenitores adultos Lin‐ de 
médula  ósea,  estaba  alterado  en  ratones  deficientes  en  EphB  (Stimamiglio  y  cols., 
2010;  Alfaro  y  cols.,  2015),  independientemente  de  la  evolución  que  ya  dentro  del 
timo sigan estas poblaciones (ver luego). Analizamos entonces, si podíamos establecer 
alguna  correlación  entre  la  menor  proporción  de  progenitores  linfoides  tempranos 
tímicos y alteraciones en la producción de esas quimiocinas por  las células epiteliales 
tímicas deficientes en EphB.  
Para analizar  la expresión en el primordio timico  fetal de  las quimiocinas,  llevamos a 
cabo un análisis morfométrico sobre secciones histológicas de fetos de 12.5F y 13.5F 
teñidas  por  inmunofluorescencia.  Inicialmente,  analizamos  la  expresión  de  las 





del complejo común timo‐paratiroides WT  (Fig. 126) se  identificaba, al  igual que han 
descrito  otros  autores  (Liu  y  cols.,  2005;  Jenkinson  y  cols.,  2007),  en  la  región 
comprometida con el paratiroides y no en la región que evolucionará a timo. A 13.5F, 
la  expresión  de  CCL21  fue  muy  escasa  en  el  primordio  tímico  (Fig.  127),  estando 
ausente  en muchas  de  las  secciones  analizadas  y  en  las  que  había,  se  localizaba  en 
pequeños  grupos  próximos  a  la  cápsula  del  órgano,  algo  también  descrito  por  otros 
autores (Liu y cols., 2006).  
Figura  126.  Expresión  de  la  quimiocina  CCL21  en  el  complejo  común  timo‐paratiroides  de  12.5F  de 
ratones WT y deficientes en EphB. El complejo timo‐paratiroides  fue identificado en base a la expresión 
de K8  (rojo).  Las  imágenes muestran  como a 12.5F  la  expresión de CCL21  (verde) está  restringida a  la 





















Cuando analizábamos  la expresión de ambas quimiocinas en  los  timos deficientes en 
EphB comprobamos que  la expresión  tanto de CCL21  (Fig. 126, 127)  como de CCL25 




(Fig.  130,  131)  observándose  en  este  último  estadio  una  expresión  de  CCL25 
significativamente  mayor  en  los  timos  EphB2‐/‐  en  comparación  con  el  resto  de 
Figura  128.  Expresión  de  la  quimiocina  CCL25  en  el  complejo  timo‐paratiroides  de  ratones  WT  y 
deficientes en EphB de 12.5F. El complejo timo‐paratiroides fue identificado en base a la expresión de K8 
(rojo)  que no permite diferenciar,  sin  embargo,  las  dos  regiones. A  12.5F  la  expresión de CCL25  (verde)  




















como  hemos  comentado,  su  participación  en  el  reclutamiento  de  los  progenitores 
linfoides  durante  el  desarrollo  es  cuestionada,  claramente  participa  en  su migración 
dentro del timo una vez que han colonizado el órgano. A 12.5F la expresión de CXCL12 
(Fig.  132)  aparecía  distribuida  por  el  complejo  timo‐paratiroides  tal  y  como  han 
descrito otros autores (Jenkinson y cols., 2007). Su expresión parecía más débil que la 
de CCL21 y CCL25, salvo en algunas células centrales. A 13.5F (Fig. 133), la expresión se 
concentraba  más  claramente  en  las  regiones  centrales  del  parénquima.  Cuando 
comparamos  la  expresión  de  CXCL12  en  los  timos mutantes  con  la  existente  en  los 
timos WT, no observábamos diferencias evidentes en  los patrones o en  la  intensidad 
Figura  130.  Análisis  cuantitativo  de  la 
expresión  de  CCL21  respecto  al  tamaño 
del  complejo  timo‐paratiroides  a  12.5F  y 
del  timo  a  13.5F  en  animales  WT  y 
mutantes en EphB. La expresión de CCL21 




Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD) 
de,  al  menos,  4  fetos  analizados.  La 
significación  estadística  de  los  valores 
























Figura  131.  Análisis  cuantitativo  de  la 
expresión  de  CCL25  respecto  al  tamaño 
del  complejo  timo‐paratiroides  a  12.5F  y 
del  timo  a  13.5F  en  animales  WT  y 
mutantes en EphB. La expresión de CCL25 
es  significativamente  menor  en  los 
mutantes  a  12.5F  y  13.5F  respecto  a  los 
valores WT. No se observan diferencias al 
comparar  los  valores mutantes  entre  sí  a 
12.5F  pero  sí  a  13.5F,  cuando  los  timos 
EphB2‐/‐  muestran  una  expresión 
significativamente  mayor  que  el  resto  de 
mutantes  analizados.  Los  datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al 
menos, 4 fetos analizados. La significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se 
























de  expresión  tanto  a  12.5F  (Fig.  132)  como  a  13.5F  (Fig.  133),  pero  el  estudio 
cuantitativo demostró  una  expresión  ligeramente menor  en  los  timos deficientes  en 
EphB2  y  EphB2LacZ  (Fig.  134)  de  12.5F  comparados  con  los  valores WT  aunque  no 
significativa.  Sin  embargo,  a  13.5F  todos  los  mutantes  mostraron  una  reducción 
































A  diferencia  de  las  otras  dos  quimiocinas 
estudiadas  (CCL21  y  CCL25),  no  se  observan 
diferencias  en  la  expresión  de  CXCL12  entre 
los  timos  WT  y  mutantes  a  12.5F,  pero  si  a 
13.5F,  donde  estos  últimos  muestran  una 
expresión  significativamente  menor,  sin  que 
existan diferencias entre  los valores mutantes 
entre  sí.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD)  de,  al  menos,  4  fetos  analizados.  La 
significación  estadística  de  los  valores 




















El primordio tímico fue  identificado en base a  la expresión de K8 (rojo). A 13.5F  la expresión de CXCL12 





2.1.1.3. Muerte  en  la  población  linfoide  en  los  primeros  estadios del 
desarrollo tímico  
Con el fin de estudiar otras causas que pudieran contribuir a la menor proporción de 
progenitores  linfoides  (CD45+PIRA/B+)  y  de  timocitos  CD45+,  aparte  del  efecto  de  la 





Para  ello,  inicialmente  determinamos  la  proporción  de  células  CD45+  apoptóticas 
mediante el empleo de AnexinaV en combinación con  la del  intercalante de ADN, 7‐
amino‐actinomicina‐D  (7‐AAD)  (Fig.  135).  La  AnexinaV  reconoce  el  fosfolípido  de 
membrana  fosfatidilserina  que  es  translocado  desde  la  cara  citoplásmica  de  la 
membrana celular a la superficie en células en proceso de apoptosis. Por otro lado, 7‐
AAD  tiene  la  capacidad  de  unirse  al  ADN  cuando  existen  roturas  en  la  membrana 
plasmática  de  las  células,  proceso  que  sucede  en  estadios  más  avanzados  de  la 
apoptosis.  De  este  modo,  las  células  viables  pueden  ser  definidas  como  AnexinaV‐
7AAD‐,  las  células  apoptóticas  como  AnexinaV+7AAD‐  y  las  células  muertas  como 
AnexinaV+7AAD+.  
Los  resultados obtenidos a 12.5F  indicaban que  la proporción de  células  apoptóticas 















EphB2LacZ  (Fig.  136).  Por  el  contrario,  a  13.5F  los  timos  mutantes  tenían  una 
proporción  significativamente mayor  que  los WT  de  células  CD45+  apoptóticas  (Fig. 
136).  Este  incremento era,  además,  significativamente mayor en  timos EphB3‐/‐  que 
Figura  136.  Porcentaje  de  células  apoptóticas 
en  la  población  linfoide  CD45+  en  timos WT  y 
deficientes en EphB a 12.5F y 13.5F. A 12.5F los 
timos deficientes en EphB  tienen un porcentaje 
menor  de  células  apoptóticas  CD45+  que  los 
timos  WT,  siendo  significativas  las  diferencias 
sólo en el caso de los EphB2LacZ, y sin observar 
diferencias  entre  los  timos  mutantes.  Sin 
embargo, a 13.5F todos muestran un porcentaje 
de  células  CD45+  apoptóticas  significativamente 
mayor, siendo los células EphB3‐/‐ las que tienen 
valores  mayores,  incluso  respecto  a  los  de 
EphB2‐/‐.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados.  La 
significación estadística de los valores obtenidos 




















WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-
Figura 135. Identificación de la población linfoide apoptótica en timos WT y deficientes en EphB. Se delimitó la 
población  tímica  total  en base  a  tamaño  y  complejidad  (FSC‐SSC)  y  a  partir  de  ella  se  identificó  la  población 
linfoide en base a la expresión de los marcadores EpCAM y CD45 (EpCAM‐CD45+, R1). A partir de esta población, 











de  este  apartado  y  en posteriores  deben de  estar  explicando esta  característica.  Sin 
embargo, a 13.5F ya existe un incremento en la proporción de timocitos apoptóticos, 
que  contribuiría  a  explicar  el  menor  número  de  estas  células  en  este  estadio  y  en 
posteriores. Por otro lado, estos resultados refuerzan nuestros datos sobre la muerte 





y, a  fin de valorar  la contribución  real de este parámetro para  la hipocelularidad del 
órgano. Entre 12.5F y 13.5F, el número de células CD45+ apoptóticas en los timos WT 
incrementaba,  correlacionándose  con  el  aumento  en  el  porcentaje  de  células 
apoptóticas  (Tabla  2).  En  los  timos  de  animales  deficientes  en  EphB  también  había 
aumento,  pero  en  términos  absolutos  mostraron  una  reducción  significativa  en  el 
número de timocitos apoptóticos a 12.5F, pero no a 13.5F, aunque en este último caso 
los valores eran ligeramente menores (Tabla 2). 
Tabla  2.  Número  absoluto  de  células  CD45+ 
apoptóticas en timos WT y deficientes en EphB 
de 12.5F y  13.5F.  Los timos mutantes muestran 
un  número  significativamente menor  de  células 
CD45+  a  12.5F  pero  no  a  13.5F.  Los  datos 
corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al  menos,  5 
fetos.  La  significación  estadística  de  los  valores 







WT 23 ± 9 126 ± 14
EphB2‐/‐ 5 ± 1* 85 ± 32
EphB2LacZ 5 ± 1* 88 ± 26





Utilizamos  citometría  de  flujo  y  tinción  con  Hoechst  33342  para  determinar,  entre 
12.5F‐17.5F, la proporción de células linfoides EpCAM‐CD45+ (CD45+) en ciclo, tanto en 
timos WT como deficientes en EphB. El análisis citométrico seguido para este estudio 
se  muestra  en  la  Figura  137.  La  proporción  de  las  células  en  ciclo  se  determinó 
calculando  el  porcentaje  de  células  que  se  encontraban  en  la  fase  S+G2/M  del  ciclo 
celular (Fig. 137).  
Los resultados obtenidos revelan que la proporción de células CD45+ WT en ciclo (Fig. 
138) era prácticamente  constante en  los distintos estadios  fetales  analizados  (12.5F‐
17.5F), con un 35‐40% de células en ciclo. Cuando analizamos las células mutantes en 
ciclo,  observábamos  que  el  patrón  de  proliferación  experimentado  por  éstas  era 
similar  al  de  las  células  WT,  pero  en  todos  los  estadios  presentaban  valores 
significativamente más bajos (Fig. 138).  
Estos resultados demostrarían que la menor proporción de células CD45+ mutantes en 
ciclo  estaría  contribuyendo  al  menor  porcentaje  de  células  CD45+  que  ya  hemos 
descrito desde 12.5F y hasta 17.5F en los timos mutantes.  
Figura  137.  Identificación  de  la 
proporción  de  células  tímicas  EpCAM‐
CD45+  (CD45+)  y  EpCAM+CD45‐  en  ciclo 
entre  12.5F‐17.5F. Se delimitó  la  región 
R1  como  la  población  tímica  total  en 
base  a  su  tamaño  y  complejidad  (FSC‐
SSC).  Los  dobletes  celulares  fueron 
descartados  analizando  dentro  de  la 
población  R1  los  parámetros  para 
Hoechst de área (A) y anchura (W) (R2). 
Dentro  de  R2  y,  en  base  a  la  expresión 
de  los  marcadores  EpCAM  y  CD45,  se 
identificó  la  población  linfoide  CD45+ 
(EpCAM‐CD45+)  o  epitelial 
(EpCAM+CD45‐),  en  cada  una  de  las 
cuales  se  determinó  la  proporción  de 
células  en  ciclo  (S+G2/M).  Los  dot  plots 








que  en  EphB2‐/‐  (Fig.  138)  y  a  17.5F  donde  los  timos  EphB2‐/‐  mostraban  una 
proporción mayor de células en ciclo que los EphB2LacZ y menor que los EphB3‐/‐ (Fig. 
138). 
Cuando analizamos  los valores absolutos de células  linfoides  (Tabla 3), el número en 









de  células  CD45+  en  ciclo  con  respecto  a  los  timos  WT,  en  todos  los  estadios  estudiados.  Los  datos 
corresponden a  la media  (±SD) de, al menos, 5  fetos.  La  significación estadística de  los valores obtenidos se 
indica como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 



























Cuando  comparamos entre  timos mutantes  el  número absoluto de  células CD45+  en 
ciclo comprobamos que los EphB2‐/‐ tenían un número significativamente menor que 
los EphB2LacZ desde 14.5F (Fig. 139A), lo que demuestra de nuevo la relevancia de la 
señalización  forward  respecto  de  la  reverse.  Por  otro  lado,  los  timos  EphB2‐/‐ 
mostraban  también  un  número  significativamente  menor  de  células  en  ciclo  al 
comparar con los EphB3‐/‐ a 14.5F y 17.5F, pero no a 15.5F (Fig. 139B). En realidad, las 



















12.5F 13.5F 14.5F 15.5F 17.5F (x106)
WT 343 ± 27 1571 ± 291 16531 ± 2073 121206 ± 4536 1,01± 0,19
EphB2‐/‐ 306 ± 39 1083 ± 184* 6271 ± 938*** 31603 ± 2782*** 0,32± 0,05***
EphB2LacZ 340 ± 5 886 ± 79* 11690 ± 734*** 58514 ± 6083*** 0,59± 0,16***
EphB3‐/‐ 324 ± 28 1143 ± 165* 8604 ± 1969*** 34214 ± 4310*** 0,51± 0,09***
Figura  139. Análisis  comparado del  número absoluto de  células  CD45+  en  ciclo 




datos  corresponden a  la media  (±SD) de,  al menos,  5  fetos por  cada estadio.  La 











Nuestro  grupo  había  analizado  previamente  la  muerte  de  las  TECs  en  timos  WT  y 
mutantes  (EphB2‐/‐  y/o  EphB3‐/‐)  desde  13.5F  a  neonatal,  observando  que  estas 
células  tenían  tasas  de  supervivencia  menores  desde  13.5F  que  afectaban  a  la 
población  epitelial  total  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2013).  Sin  embargo,  al  igual  que  en  el 
caso de la población linfoide, desconocíamos la situación en estadios más tempranos. 














Nuestros  resultados  revelaban  como  entre  12.5F  y  13.5F  la  proporción  de  células 
epiteliales  apoptóticas  WT  (Fig.  141)  era  mayor  que  el  observado  dentro  de  la 
población  linfoide CD45+ descritas en el  apartado anterior  (Fig. 136).  Sin embargo, a 






Estos  resultados  reflejan  que  el  incremento  en  la  muerte  epitelial  observado  en 
trabajos previos a 13.5F, comienza en ese estadio tanto en timos deficientes en EphB2 
o  EphB3  como  en  los  timos  EphB2LacZ,  pero  no  antes  (12.5F),  donde  el  epitelio 
mutante tiene una tasa de supervivencia mayor que la WT.  
En  términos  absolutos,  las  TEC  WT  apoptóticas  disminuían  entre  12.5F  y  13.5F, 
mientras  que  las  mutantes  aumentaban  ligeramente  (más  en  el  caso  de  EphB3‐/‐). 
Cuando  se  comparaban  unos  y  otros  valores,  todos  los mutantes mostraban menor 
número de células apoptóticas a 12.5F, pero sólo los timos EphB2‐/‐ a 13.5F (Tabla 4). 
Figura  141.  Porcentaje  de  células 
apoptóticas  en  la  población  epitelial 
EpCAM+CD45‐ en timos WT y deficientes en 
EphB  a  12.5F  y  13.5F.  La  gráfica  muestra 
como el porcentaje de TEC apoptóticas WT 
disminuye entre 12.5F y 13.5F, mientras que 
en  los  mutantes  es  prácticamente  igual.  A 
12.5F,  las  TECs  mutantes  tienen  valores 
apoptóticos significativamente menores que 
los  timos WT pero mayores  a  13.5F. No  se 
observan  diferencias  entre  mutantes  en 
ninguno de  los dos estadios analizados. Los 
datos corresponden a  la media  (±SD) de, al 
menos,  5  fetos  analizados.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se 
indica  como:  *p≤0.05;  **p≤0.01; 
***p≤0.005  según el análisis estadístico de 
la t de Student. 




























Determinamos  también  el  ciclo  de  la  población  epitelial  total  (EpCAM+CD45‐) 
identificada como antes indicábamos para los timocitos CD45+ (Fig. 137) en cada uno 




Cuando  estudiamos  el  ciclo  de  las  TECs  mutantes,  comprobamos  que,  como  otros 
parámetros estudiados en este trabajo, su evolución era similar a la de los WT aunque 
con algunas diferencias que sugerían cierto desfase en los timos mutantes. Así, aunque 
el  porcentaje  de  TECs mutantes  en  ciclo  aumentaba  entre  12.5F‐13.5F,  el  posterior 
descenso  observado  en  los WT  a  14.5F  sucedía  a  15.5F  (Fig.  142).  Por  otro  lado,  la 









Tabla  4.  Número  absoluto  de  células 
EpCAM+CD45‐  apoptóticas  en  timos  WT  y 
deficientes  en  EphB  de  12.5F  y    13.5F.  Los 
timos  mutantes  muestran  un  número 
significativamente  menor  de  células 
EpCAM+CD45‐  apoptóticas  a  12.5F  y 
únicamente  a  13.5F  en  el  caso  de  los  timos 
EphB2‐/‐.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD)  de,  al  menos,  5  fetos.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica 





WT 680 ± 47 446 ± 63
EphB2‐/‐ 231 ± 8** 270 ± 60*
EphB2LacZ 482 ± 36* 482 ± 45




Por  otro  lado,  comparamos  el  número  absoluto  de  TECs  en  ciclo  entre  timos WT  y 
mutantes que podría ayudarnos a explicar la reducción en el número de TECs en todos 
los  mutantes  a  partir  de  15.5F  (ver  Fig.  20).  Tal  y  como  muestra  la  Figura  143,  el 
número total de TECs en ciclo en los timos WT incrementaba gradualmente a lo largo 
del  desarrollo  fetal  (línea  negra).  Cuando  analizamos  el  número  absoluto  de  TECs 





















































de  un  incremento  significativo  de  células  a  14.5F  en  los  EphB2‐/‐  y  un  descenso  a 









2.1.2.3.  TECs MTS20+  y MTS20‐  en  ciclo  durante  el  desarrollo  tímico 
fetal 
En  un  intento  para  identificar  cuáles  eran  las  TECs  que  sufrían  proliferación, 
analizamos el  ciclo de las TECs inmaduras MTS20+ y el de las células MTS20‐ dentro de 
Figura  144. Números  absolutos  de  células  EpCAM+CD45‐  en  ciclo  entre  timos 
EphB2‐/‐  vs  EphB2LacZ  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐  a  lo  largo  del  desarrollo 
embrionario (12.5F‐17.5F). (A) Los timos EphB2‐/‐ muestran un mayor número de 
TECs  en  ciclo  a  14.5F  y  uno  menor  a  17.5F  que  los  EphB2LacZ.  No  existen 
diferencias  en  ningún  estadio  entre  los  valores  de  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  (B).  Los 
datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos.  La  significación 













WT en  ciclo MTS20+  (Fig.  145A) y MTS20‐  (Fig.  145B)  seguía un patrón de evolución 
similar  al  descrito  para  la  población  epitelial  total,  con  un  incremento  inicial  en  la 




que  la  cinética  volvía  a  ser 
similar  a  la  de  los  timos  WT, 
pero con algunas diferencias al 
comparar  entre  estadios, 
como  habíamos  descrito  para 
la  población  epitelial  total 
EpCAM+CD45‐.  Así,  el  ciclo  de 
la  población  MTS20+  era 
significativamente  menor  en 
todos ellos a 12.5F (Fig. 145A). 
El  ciclo  de  esta  población  era 
también  menor  a  13.5F,  pero 
sólo  significativamente  en  los 
timos  EphB3‐/‐  y  a  14.5F  en 
EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐.  En 
estadios  posteriores,  la 
proporción  de  células 
mutantes  en  ciclo  mantenía 
valores  más  altos  que  las WT 
pero  únicamente  de  forma 
significativa a 15.5F en EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ y a 17.5F en  los primeros. Por otro  lado, 
analizando  la  población MTS20‐  comprobamos  que  la  proporción  de  células  en  ciclo 
era  significativamente menor  en  todos  entre  12.5F  y  14.5F,  sin  diferencias  a  15.5F, 
cuando  la  fuerte  caída  de  la  proporción  de  células WT  en  ciclo  igualaba  a  la  de  las 
células  mutantes  que  descendían  más  lentamente;  de  nuevo,  a  17.5F  las  células 

























































Figura  145.  Proporción  de  células  en  ciclo  en  las  poblaciones 
epiteliales MTS20+ y MTS20‐ en timos WT y deficientes en EphB 
entre  12.5F  y  17.5F.  La  proporción  de  células  MTS20+  (A)  y 
MTS20‐  (B) en ciclo  tanto en timos WT como mutantes aumenta 
entre  12.5F  y  13.5F,  para  después  descender  gradualmente. 
Nótese  como  la  proporción  de  células  MTS20+  en  ciclo  es 
significativamente menor en todos los mutantes a 12.5F, mientras 
que  para  la  población  MTS20‐  es  menor  en  todos  los  estadios 
analizados,  excepto  a  15.5F.  Sólo  se  observaron  algunas 
diferencias  significativas  entre  mutantes  a  13.5F.  Los  datos 
corresponden a  la media  (±SD) de, al menos, 5  fetos analizados. 













y  MTS20‐  en  ciclo  al  total  de 
células  epiteliales  tímicas  en 
proliferación  a  fin  de 
determinar  la  contribución 
que  el  ciclo  de  cada  una  de 
ellas  tenía  sobre  el  ciclo 




anteriormente  en  los  timos 
mutantes  (Fig.  142).  Tal  y 
como se muestra en  la Figura 
146A,  en  los  timos  WT  la 
contribución  de  las  células 
MTS20+  al  ciclo  total  del 




la  contribución  de  las  células 





12.5F  y  17.5F.  (A)  La  contribución  de  las  células  MST20+  al  ciclo 
epitelial  total  era  mayoritaria  a  12.5F  y  13.5F  para  descender  a 
partir de este estadio, en correlación con una mayor aportación de 
las  células  MTS20‐  a  partir  del  estadio  14.5F  (B).  Este  patrón  es 
similar  en  los  timos  deficientes  en  EphB;  sin  embargo,  en  todos 
ellos se observa una reducción en la proporción de células MTS20+ 
en ciclo a 12.5F pero no de las MTS20‐, e incrementos significativos 
en  la  población  inmadura  en  proliferación  en  todos  ellos,  desde 
14.5F  y hasta 17.5F, que  correlaciona  con descensos  significativos 
en  la  proporción  de  células  MTS20‐  en  esos  mismos  estadios.  Al 
comparar entre mutantes, la población MTS20+ de los timos EphB2‐
/‐ de 13.5F‐15.5F  contribuía más al  total  de TECs en  ciclo,  y  la de 
MTS20‐  entre  14.5F‐15.5F  menos.  Los  datos  corresponden  a  la 
media (±SD) de, al menos, 5 fetos. La significación estadística de los 
valores obtenidos  se  indica  como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 
según el análisis estadístico de la t de Student. 







































































































células  MTS20+/MTS20‐  en  ciclo  no  sólo  mostraban  diferencias  en  los  primeros 
estadios, si no durante toda la ontogenia en el caso de las MTS20+, y desde 13.5F en las 
de MTS20‐.  De  este modo,  la  reducción  en  el  ciclo  del  epitelio  mutante  a  12.5F  es 
debido principalmente a un menor porcentaje de células MTS20+ en ciclo (Fig. 146A). 
Sin embargo, a 13.5F el menor porcentaje depende de ambas subpoblaciones MTS20+ 
y  MTS20‐  en  distintas  proporciones.  En  los  timos  EphB2‐/‐  contribuía  el  menor 
porcentaje  de  células MTS20‐  en  ciclo,  en  los  EphB2LacZ  el  de  las MTS20+  y  en  los 
EphB3‐/‐ el de ambas subpoblaciones (Fig. 146A, B). Como hemos comentado, a partir 
de 14.5F  las células EpCAM+CD45‐ mutantes prácticamente no mostraban diferencias 
en su ciclo respecto a  los WT (Fig. 142). Este hecho se debía a  la   compensación que 
genera el aumento de porcentaje de células MTS20+ en ciclo y  la  reducción en el de 





ciclo  (Fig.  146A),  pero menor  de  las MTS20‐  a  14.5F  en  relación  a  los  valores  de  los 
timos EphB2LacZ (Fig. 146B). Entre células EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐ las diferencias estaban 
a  13.5F  y  14.5F  en  la  población MTS20+  donde  la  proporción  de  células  en  ciclo  era 
mayor en los EphB2‐/‐ (Fig. 146A) y menor en la población MTS20‐ a 14.5F y 15.5F (Fig. 
146B).   
En un  intento de correlacionar  las diferencias observadas con  los números absolutos 
de  células  MTS20+  y  MTS20‐  descritos  en  apartados  anteriores  (Apartado  1.2) 
determinamos  el  número  absoluto  de  células  en  ciclo  en  cada  subpoblación.  Tal  y 




MTS20+  (línea  negra)  en  ciclo  incrementaba  entre  12.5F  y  14.5F  para  descender 
posteriormente  hasta  17.5F.  Por  otro  lado,  aunque  en  los  timos  mutantes,  esta 
evolución  fue  más  o  menos  similar  a  la  WT,  en  todos  ellos  hubo  una  reducción 
significativa en el número de células MTS20+ en ciclo entre 12.5F y 14.5F y a 17.5F, sin 





al  patrón  WT,  de  manera  que  a  partir  de  13.5F,  pero  no  a  12.5F,  todos  ellos 
presentaban  menos  células  en  ciclo.  La  comparación  entre  timos  mutantes  y  WT 
indicaba  que  los  timos  EphB2‐/‐  (Fig.  148A)  y  EphB3‐/‐  (Fig.  148C)  tenían  perfiles 
semejantes  incrementando  el  número  de  células  MTS20‐  en  ciclo  hasta  15.5F  para 
descender  a  17.5F, mientras  que  en  los  EphB2LacZ  el  incremento  era  gradual  hasta 
17.5F (Fig. 148B).  
Al  comparar el número absoluto de  células MTS20+ en  ciclo entre  timos EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ (Fig. 149A) y EphB2‐/‐ vs EphB3‐/‐ (Fig. 149B), sólo había diferencias entre 

















número  absoluto  de  células MTS20‐  en  ciclo  en  timos WT  y  EphB2‐/‐  (A),  EphB2LacZ  (B)  y  EphB3‐/‐  (C).  El 
número  de  células MTS20‐ WT  aumenta  a  lo  largo  del  desarrollo,  igual  que  en  timos  EphB2LacZ,  pero  con 
valores significativamente más bajos desde 13.5F en estos últimos (B). En timos EphB2‐/‐ (A) y EphB3‐/‐ (C) el 
aumento  se  produce  hasta  15.5F  para  descender  a  17.5F,  aunque  desde  13.5F  existe  un  número 
significativamente menor de células en ciclo. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos. La 
















Figura  149.  Análisis  comparado  de  la  evolución  del  número  absoluto  de 
células  EpCAM+MTS20+  y  EpCAM+MTS20‐  en  ciclo  en  timos  EphB2‐/‐  vs 
EphB2LacZ  y  EphB2‐/‐  vs  EphB3‐/‐    a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario 
(12.5F‐17.5F).  No  existen  diferencias  en  el  número  absoluto  de  células 
EpCAM+MTS20+ en ciclo entre  timos EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ  (A)  y EphB2‐/‐ vs 
EphB3‐/‐ (B) excepto a 17.5F. En cambio, para la población EpCAM+MTS20‐, los 
timos  EphB2‐/‐ muestran  significativamente  un menor  número  de  células  en 
ciclo  respecto a  los  timos EphB2LacZ  (C)  y  EphB3‐/‐  (D)  en  todos  los estadios 











marcadores  de  epitelio  cortical  Ly51  y  medular  UEA1,  para  analizar  su  papel  en  la 
proliferación  epitelial,  clave  para  explicar  el  origen  de  las  alteraciones  del 
microambiente  tímico  en  los  ratones  deficientes  en  EphB,  estableciendo  cuatro 
subpoblaciones:  Ly51‐UEA1‐,  Ly51+UEA1‐,  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+.  No  está  de más 
recordar que a 12.5F  la población Ly51‐UEA1‐ es  lógicamente  la predominante y que 
evoluciona aumentando primero la expresión de Ly51 y, con ello, la población cortical 
y  después,  en  el  timo  postnatal,  la  medular  Ly51‐UEA1+  y  con  una  población 




que estaba presente  (12.5F‐15.5F)  la proporción de  células en  ciclo en  los  timos WT 
apenas  variaba,  aunque  existía  un  ligerísimo  incremento  entre  12.5F  y  13.5F,  para 
descender  hasta  15.5F  (Fig.  150A).  Los  timos  mutantes  mostraron  una  tendencia 
similar a los WT, sin embargo, en todos ellos hubo significativamente una reducción en 
la proporción de células en ciclo a 12.5F (Fig. 150A),  la cual se mantenía en los timos 
EphB3‐/‐  hasta  14.5F.  Este  comportamiento  a  12.5F  era  similar  al  descrito  para  las 
células  MTS20+,  que  obviamente,  no  expresan  los  marcadores  Ly51  ni  UEA1  (Fig. 
146A). 
Analizando en  los  timos WT el  ciclo de  la población que ya expresaba Ly51, pero no 
aún marcadores medulares (Ly51+UEA1‐), observamos que esta población presentaba 
un ciclo más  similar al mostrado por  la población epitelial  total  (Fig.  142). Así,  entre 
12.5F y 13.5F había un incremento en la proporción de células en ciclo para comenzar 







principales diferencias  con  respecto  a  los  valores WT,  ya que en  todos  los mutantes 
había un descenso significativo en la proporción de células Ly51+UEA1‐ en ciclo.  
Por  lo  que  se  refiere  a  la  población  intermedia  Ly51+UEA1+,  que  expresaba  los  dos 
marcadores utilizados, era, en general,  la subpoblación que más ciclaba de las cuatro 
estudiadas  tanto  en  timos  WT  como  en  los  mutantes,  aunque  en  éstos 
significativamente  menos  en  los  primeros  estadios,  12.5F  y  13.5F  (Fig.  150C). 
Posteriormente, todos los valores caían pero más lentamente en los mutantes, que a 
15.5F tenían valores más altos que los WT para igualarse de nuevo a 17.5F (Fig. 150C). 
Por  último,  el  ciclo  de  la  población medular  Ly51‐UEA1+ mostraba  pocas  variaciones 
entre WT y mutantes. En los primeros, los valores más altos se dan a 12.5F y 13.5F de 
nuevo,  para  caer  a  14.5F  y  variar  ya  poco  (Fig.  150D).  En  los  timos mutantes  había 







(B)  y  Ly51+UEA1+  (C)  ocurren  entre  12.5F  y  13.5F,  siendo  el  porcentaje  de  ciclo  en  estos  últimos 













entre  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  a  14.5F.  De  nuevo,  se  repetía  esta  diferencia  en  el 
porcentaje de células en ciclo Ly51+UEA1‐ (Fig. 150B) entre los dos mutantes a 14.5F y 
15.5F y, por último, a 12.5F dentro de la población Ly51+UEA1+ (Fig. 150C). 
Se  determinó  también  la  contribución  del  ciclo  de  cada  subpoblación  al  ciclo  del 
epitelio  total,  lo  que  nos  ayudaría  a  entender  cuál  (es)  de  las  cuatro  poblaciones 
estudiadas son las que proliferan más (o menos)  en cada estadio del desarrollo. 
Tal y como se observa en la Figura 151, tanto en timos WT como en los mutantes las 
poblaciones  epiteliales  que  más  contribuían  al  ciclo  total  del  epitelio  eran  las 
poblaciones Ly51‐UEA1‐ (Fig. 151A) y Ly51+UEA1‐ (Fig. 151B), siendo la contribución de 
las poblaciones Ly51+UEA1+ (Fig. 151C) y Ly51‐UEA1+ (Fig. 151D) muy escasa y bastante 
constante  a  lo  largo  del  desarrollo  tímico.  Es  importante  aclarar  que  aunque,  como 
indicábamos antes, la población Ly51+UEA1+ es la que mayor porcentaje de células en 




epitelial  total  a  12.5F  y  13.5F,  disminuyendo  después  hasta  17.5F,  cuando 
prácticamente  son  inexistentes  (Fig.  151A).  Por  el  contrario,  la  contribución  de  las 
células Ly51+UEA1‐ en ciclo aumentaba gradualmente hasta 14.5F descendiendo luego 
moderadamente  hasta  17.5F.    Estos  perfiles  reflejan  la  relevancia  que  cada  una  de 
estas  subpoblaciones  tienen  durante  la  ontogenia  del  timo.  Analizando  los  timos 
mutantes, observábamos que  las cinéticas de evolución de  los porcentajes de células 
en  ciclo  eran  similares  a  las  de  las WT  en  ambas  poblaciones  pero  con  importantes 
diferencias que reflejan los conocidos retrasos sufridos por los epitelios mutantes. Por 
un lado, el porcentaje de células Ly51‐UEA1‐ en ciclo respecto al epitelio total en ciclo 
era  significativamente menor en  los  tres mutantes a 12.5F, aumentando  luego  tanto 
como los WT, pero descendiendo a partir de 13.5F, de forma más gradual de manera 




población  Ly51+UEA1‐  (Fig.  151B),  donde  los  porcentajes WT  suben  hasta  14.5F,  los 
mutantes  lo  hacen  hasta  15.5F  debido  al  retraso  general  de  la  maduración  de  las 
poblaciones epiteliales mutantes, excepto EphB2LacZ que se comporta como los WT, 






151C)  en  los  timos mutantes mostraban valores  significativamente menores a 12.5F, 
excepto los EphB2LacZ, y mayores a partir de 14.5F, salvo EphB2LacZ a 15.5F y EphB3‐
/‐  a  17.5F  (Fig.  151C).  Sorprendentemente,  la  contribución  del  ciclo  de  las  células 
Figura  151.  Contribución  de  las  subpoblaciones  Ly51‐UEA1‐,  Ly51+UEA1‐,  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  al  ciclo 
epitelial total en los timos WT y deficientes en EphB entre 12.5F y 17.5F. Las figuras muestran la contribución 
de las células Ly51‐UEA1‐ (A), Ly51+UEA1‐ (B), Ly51+UEA1+ (C), y Ly51‐UEA1+ (D) al ciclo epitelial total tanto en 
timos  WT  como  mutantes.  Nótese  como  las  poblaciones  mayoritarias  Ly51‐UEA1‐  y  Ly51+UEA1‐  en  el  timo 
temprano  contribuyen  en mayor medida  al  ciclo  epitelial  total,  siendo  la  primera  fundamental  entre  12.5F‐
13.5F,  y  la  segunda  a  partir  de  14.5F.  Las  poblaciones  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  contribuyen  en  muy  baja 
proporción y de forma similar durante todo el desarrollo fetal. Los timos mutantes presentan una contribución 
significativamente menor de la subpoblación Ly51‐UEA1‐ en ciclo a 12.5F y mayor a 15.5F y en la subpoblación 
Ly51+UEA1‐ en ciclo menor a 13.5F y 14.5F  respecto a  los  timos WT. En cambio,  la contribución en  los  timos 
mutantes  de  los  porcentajes  en  las  subpoblaciones  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  en  ciclo  es,  en  general, 
significativamente  mayor  a  partir  de  14.5F.  Al  comparar  entre  mutantes  se  observan  algunas  diferencias 
significativas, fundamentalmente entre EphB2‐/‐ y EphB2LacZ. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al 





medulares  Ly51‐UEA1+  era  significativamente más  alto  en  todos  los mutantes  desde 
13.5F, con la excepción de los timos EphB3‐/‐ a 13.5F y 17.5F (Fig. 151D), aunque tanto 
los valores WT como mutantes eran muy bajos. Esto posiblemente se debía a que el 
porcentaje  de  células  WT  en  ciclo  va  gradualmente  disminuyendo  desde  12.5F, 








a  lo  que  hacían  las  células MTS20+.  Tanto  los  timos  EphB2‐/‐  (Fig.  152A),  como  los 
EphB3‐/‐  (Fig.  152C)  mostraron  la  misma  evolución  que  los  WT,  pero  en  ambos  el 
número de células Ly51‐UEA1‐ en división fue significativamente menor, hasta 15.5F en 
los primeros  y hasta 14.5F en  los  segundos. Por el  contario,  los  timos EphB2LacZ no 
incrementaban el número de células en ciclo entre 12.5F y 14.5F, sino que se mantenía 




absoluto de  células  Ly51‐UEA1‐ en  ciclo en  timos WT y EphB2‐/‐  (A),  EphB2LacZ  (B) y EphB3‐/‐  (C).  Tanto en 
timos WT como mutantes el número absoluto de células Ly51‐UEA1‐ en ciclo  incrementa entre 12.5F y 14.5F 
para descender después hasta 17.5F, aunque en los timos EphB2LacZ las variaciones eran escasas desde 12.5F a 
17.5F.  Sin embargo,  todos  los  timos mutantes muestran un descenso  significativo  respecto a  los  valores WT 
entre 12.5F y 14.5F, y a 15.5F también en los timos EphB2‐/‐. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al 






largo  del  desarrollo  (Fig.  153).  Esta  evolución  era  semejante  en  los  timos mutantes, 
particularmente  en  los  EphB2LacZ,  sin  embargo,  en  todos  ellos  observábamos  una 





en  ciclo  de  estas  subpoblaciones,  observamos  que  tanto  en  la  población  Ly51‐UEA1‐ 
como  en  la  Ly51+UEA1‐  existían  escasas  diferencias  entre  los  mutantes  EphB2‐/‐  vs 










WT,  así  como en  los  timos EphB2LacZ,  el  número absoluto de  células  Ly51+UEA1‐ en  ciclo  incrementa desde 
12.5F hasta 17.5F. Sin embargo, en los timos mutantes EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ este incremento sólo ocurre hasta 
15.5F, momento en el que  comienza a descender. Aun así,  todos  los  timos mutantes muestran un descenso 
significativo desde 13.5F con respecto a los valores WT. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 








presentan  un  número  de  células  Ly51‐UEA1‐  en  ciclo  significativamente mayor  a 
14.5F y menor a 15.5F respecto al número de los timos EphB2LacZ (A) y, en este 
último  estadio  al  compararlos  con  los  valores  EphB3‐/‐(B).  En  la  población 
Ly51+UEA1‐  sólo  se  observan  diferencias  significativas  al  comparar  los  timos 
EphB2‐/‐ vs EphB2LacZ a 17.5F  (C), pero no al  compararlos con  los EphB3‐/‐  (D). 





















descender  ligeramente  a  17.5F  (Fig.  155).  Los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  siguen  un 
patrón  similar  al WT  (Fig.  155A,  C),  pero  no  los  timos  EphB2LacZ  que  entre  14.5F  y 
15.5F disminuyen, aumentando en el estadio siguiente (Fig. 155B). Al comparar con los 
valores WT, todos los mutantes presentaban un número de células Ly51+UEA1+ en ciclo 
significativamente  menor  a  17.5F  pero  también  a  15.5F  en  los  timos  EphB2‐/‐  y 
EphB2LacZ. Sólo a 12.5F, los timos EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐ presentaban, de nuevo, menor 












Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos.  La  significación  estadística  de  los  valores 
obtenidos se indica como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 
Por  último,  al  estudiar  el  número  de  células  en  ciclo  de  la  subpoblación  Ly51‐UEA1+ 
observábamos, que tanto en  los timos WT como en  los mutantes  (Fig. 156), éste era 
muy  bajo,  y  solamente  incrementaba  al  final  del  periodo  embrionario  entre  15.5F  y 
17.5F, justo cuando la población medular empezaba a expandirse lo que culminará en 
el  periodo  postnatal. Mientras  que  los mutantes  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  presentaban 





evolución  es  bastante  parecido  entre  todos  ellos,  con  un  ligero  aumento  entre  15.5F  y  17.5F.  Los  timos 
mutantes  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  presentan un número  de  células  en  ciclo  significativamente menor  a  15.5F, 
mientras que los EphB3‐/‐ lo tienen a 17.5F. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos. La 





Al  comparar  entre  mutantes  los  números  absolutos  de  estas  dos  últimas 
subpoblaciones,  apenas  encontrábamos  diferencias  entre  los  timos  EphB2‐/‐  y 
EphB2LacZ  (Fig. 157A, C), mientras que entre EphB2‐/‐  y EphB3‐/‐  (Fig. 157B, D),  los 
























estadios  de  desarrollo  (12.5F)  que  afectaban  fundamentalmente  a  las  TECs  más 
inmaduras  (MTS20+  o  Ly51‐UEA1‐),  para  a  continuación  verse  afectadas  aquellas 





tienen  un  número  absoluto  de  células  Ly51+UEA1+  en  ciclo  significativamente 
mayor a 15.5F al comparar con los timos EphB2LacZ (A), mientras que sólo a 17.5F 
frente a los EphB3‐/‐ (B), ya que antes (14.5F‐15.5F) muestran valores menores. En 
cambio,  para  la  población  Ly51‐UEA1+  sólo  se  observan  diferencias  significativas 
entre  los timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ a 17.5F (C), y de nuevo desde 14.5F a 17.5F 
con  los  EphB3‐/‐,  de  la misma manera  que  en  la  población  Ly51+UEA1+  (D).  Los 
datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos.  La  significación 





2.2.  Retraso  en  la  maduración  fenotípica  del  epitelio  tímico  en  los  timos 
deficientes en EphB 
2.2.1.  La  alteración  en  la  señalización  Eph/ephrina‐B  afecta  la  celularidad 
tímica y la maduración de las células MTS20+ 
Los  resultados  descritos  en  los  apartados  anteriores  demostraban  que  los  timos 




o,  lo que es  lo mismo a  la  falta de  señalización  trasmitida por el par Eph/ephrina‐B, 
utilizamos  un  modelo  de  cultivo  organotípico  de  timo  fetal  (FTOC)  donde  lóbulos 
tímicos WT de 13.5F fueron cultivados en presencia de las proteínas de fusión EphB2‐
Fc  o  ephrina‐B1Fc  solubles,  utilizándose  como  control  de  los  tratamientos 
inmunoglobulinas  G  humanas  (hIgG).  Bajo  estas  condiciones  la  interacción 
Eph/ephrina‐B  se  bloqueaba  como  nosotros  y  otros  autores  habíamos  descrito 
previamente (Yu y cols., 2006; Alfaro y cols., 2007).  
Tal  y  como muestra  la  Figura  158,  el  número  de  células  tímicas  totales  aumentaba 
gradualmente  en  los  FTOC  control,  tratados  con  hIgG  (IgG)  durante  los  5  días  de 
cultivo. Cuando se analizaron los FTOC cultivados en presencia de EphB2‐Fc o ephrina‐
B1Fc  observábamos  que  si  bien  tras  2  días  de  cultivo  no  existían  diferencias  con 
respecto a los controles, a 3 y 5 días todos los lóbulos tratados mostraron un número 
significativamente  menor  de  células  tímicas.  De  hecho,  al  comparar  la  cinética  de 
crecimiento de los lóbulos tratados y los controles, no se observaban en los primeros 
el aumento gradual en celularidad a lo largo del tiempo descrito en los controles; por 







Cuando analizamos el  porcentaje de  células epiteliales  inmaduras MTS20+  existentes 
en  las diferentes condiciones experimentales, observamos que en  los  lóbulos control 
había un descenso gradual de la proporción de células MTS20+ (Fig. 159A) hasta llegar 
a  valores  muy  bajos  a  5  días  de  cultivo,  en  una  condición  que  recuerda  a  lo  que 
observábamos in vivo durante el desarrollo tímico (ver Fig. 32A). Esta reducción en la 
proporción  de  células  inmaduras  correlacionaba  con  un  incremento  gradual  del 
porcentaje de células MTS20‐ (Fig. 159B).  
Al  analizar  la  proporción  de  células  MTS20+  en  los  FTOC  tratados  con  EphB2‐Fc  y 










Figura  158.  El  tratamiento  con  proteínas  de 
fusión  ephrina‐B1Fc  o  EphB2‐Fc  afecta  la 
celularidad  de  lóbulos  tímicos  fetales  WT  de 
13.5F.  Lóbulos  tímicos  fetales  de  13.5F  
mantenidos  durante  2,  3  y  5  días  (D)  en  cultivo 
organotípico (FTOC) en presencia de proteínas de 
fusión  ephrina‐B1Fc  o  EphB2‐Fc  o  con 
inmunoglobulinas G humanas (IgG) controles. Los 
cultivos control incrementan su celularidad tras 5 
días  de  cultivo,   mientras  el  tratamiento  con  las 
proteínas  de  fusión  produce  una  reducción 




La  significación  estadística  de  los  valores 































forward  y  reverse  no  son  iguales  y  resulta  difícil  creer  que  resulten  en  fenotipos 
iguales. 










como  control  lóbulos  tratados  con  inmunoglobulinas G  humanas  (hIgG).  Transcurrido  esos  tiempos  se 













subpoblaciones  epiteliales  maduras  tanto  corticales  como  medulares.  Evaluamos 
entonces si el  retraso en  la aparición de estas subpoblaciones en  los timos mutantes 
podría ser consecuencia de un menor potencial de diferenciación de sus células más 
inmaduras.  Posteriormente,  intentamos  identificar  la  población  o  poblaciones  más 
directamente  implicadas  en  tales  retrasos.  Para  ello,  se  llevaron  a  cabo  diferentes 
aproximaciones  experimentales  que  describiremos  más  adelante.  Muchos  de  estos 
experimentos  tuvieron  que  ser  modificados  debido  a  las  dificultades  técnicas  que 
entrañaban,  su  baja  reproducibilidad  y  a  la  escasez  de  resultados  obtenidos,  pero 
consideramos que es importante su descripción en este trabajo.  
2.2.2.1.  Capacidad  de  maduración  de  FTOCs  alinfoides  derivados  de 
timos deficientes en EphB injertados in vivo en huésped WT o mutante  
En  primer  lugar,  analizamos    el  potencial  de  diferenciación  de  las  células  epiteliales 
inmaduras  de  lóbulos  tímicos  de  13.5F,  alinfoides  tras  el  tratamiento  con  2’‐dGuo, 
implantados bajo la cápsula renal de ratones receptores. En esta primera aproximación 
no  se  partía  de  subpoblaciones  epiteliales  purificadas  si  no  de  un  estroma  tímico 
completo  donde,  no  obstante,  la  gran  mayoría  de  células  epiteliales  mostraba  un 
fenotipo  inmaduro  (MTS20+)  típico  de  un  lóbulo  de  13.5F  (ver  Fig.  32).  En  estos 
ensayos,  empleábamos  lóbulos  tímicos  procedentes  tanto  de  animales  WT  como 
deficientes  en  EphB2,  EphB2LacZ  y  EphB3  que  fueron  trasplantados  bajo  la  cápsula 
renal,  tanto  de  animales WT  como mutantes,  y  estudiados  a  las  tres  semanas  (Fig. 
160).  Transcurrido  ese  tiempo,  analizábamos  el  número  total  de  células  tímicas,  así 
como  poblaciones  epiteliales  definidas  por  la  expresión  de  los  marcadores  MTS20, 
Ly51  y  UEA1.  El  mismo  protocolo  se  utilizó  combinando  distintos  tipos  de  lóbulos 
donantes y ratones huéspedes (Fig. 161) para determinar no sólo la importancia de la 
ausencia de señalización EphB sobre el desarrollo de las células epiteliales tímicas sino 
también el  efecto  sobre  éstas  cuando  la  ausencia  ocurría  en  las  células  linfoides del 
ratón  huésped,  que  colonizarían  el  estroma  trasplantado.  Este  hecho  nos  permitía 
demostrar  la  importancia de la señalización Eph/ephrina‐B tanto de forma autónoma 






















PL:WT)  (Fig.  162A).  La  reducción  en  el  tamaño  de  los  lóbulos  tímicos  recuperados 
correlacionaba con un menor número de células en todas las condiciones (Fig. 163).  
 
Figura  161.  Implantes  injertados  bajo  la  cápsula  renal  realizados  empleando  lóbulos  alinfoides  WT  o 
mutantes en ratones receptores WT o mutantes. El cuadro muestra las diferentes combinaciones realizadas 
indicándose el genotipo de los estromas empleados y el de los ratones receptores que proporcionan el tipo 
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Figura  160.  Implante  de  lóbulos  tímicos  alinfoides  bajo  la  cápsula  renal  de  ratones 
huéspedes.  Lóbulos  tímicos  de  13.5F,  tanto  WT  como  deficientes  en  EphB,  tras  el 
tratamiento  con  2’‐dGuo  durante  5  días,  fueron  implantados  bajo  la  cápsula  renal  de 
ratones WT o mutantes. A las tres semanas, los lóbulos fueron analizados por citometría de 





A  continuación,  realizamos  un  análisis  de  la  importancia  de  las  señales  (forward  y 




en  los  que  empleábamos  células  EphB2‐/‐,  que  no  pueden  recibir  señal  forward  ni 
estimular  una  señal  reverse  en  la  célula  ephrina‐B+.  Cuando  el  estroma  WT  era 
colonizado  por  progenitores  linfoides  EphB2LacZ  (E:  WT;  PL:  EphB2LacZ)  no 
observábamos  un  menor  tamaño  en  los  lóbulos  recuperados  (Fig.  164B)  lo  que 
correlacionaba con una celularidad similar a la de la condición WT (Fig. 165A) y mayor 
a  la de estromas WT colonizados por progenitores  linfoides EphB2‐/‐  (Fig.  165A).  En 
cambio,  cuando  el  estroma  EphB2LacZ  era  colonizado  por  progenitores  WT  (E: 
EphB2LacZ; PL: WT), los lóbulos recuperados eran de menor tamaño (Fig. 164D) lo que 
Figura  162.  Tamaño  de  los  lóbulos  tímicos  recuperados  del  riñón  a  las  3  semanas  post‐trasplante.  Las 
imágenes  muestran  el  tamaño  de  los  lóbulos  recuperados  en  las  diferentes  combinaciones  realizadas  en 
función  del  origen  del  estroma  (E)  y  de  las  células  linfoides  (PL)  del  ratón  receptor  que  colonizaba  dicho 
estroma.  (A)  E: WT; PL: WT.  (B)  E: WT; PL: EphB2‐/‐.  (C)  E: WT; PL: EphB3‐/‐.  (D)  E: EphB2‐/‐; PL: WT.  (E)  E: 
EphB3‐/‐;  PL:  WT.  Nótese  el  menor  tamaño  de  los  lóbulos  recuperados  en  las  combinaciones  B,  C,  D  y  E  
respecto a la condición WT (A). Las imágenes son representativas de los implantes realizados. 
Figura  163.  Celularidad  de  los  lóbulos  tímicos  tras  3 
semanas implantados. La gráfica muestra la celularidad de 
los  lóbulos  tímicos  recuperados  en  las  diferentes 
combinaciones experimentales. Nótese como en todas las 
condiciones  donde  el  estroma  WT  era  colonizado  por 
células  linfoides  mutantes  o  donde  estromas  mutantes 




La  significación  estadística  de  los  valores  obtenidos  se 
















































correlacionaba  con  una  celularidad  menor  a  la  de  la  condición  WT  (Fig.  166A), 
asemejándose  a  la  condición  en  la  que  el  estroma  EphB2‐/‐  era  colonizado  por 
progenitores linfoides WT (Fig. 166A).  
 
Con  respecto  a  las  poblaciones  epiteliales  el  comportamiento  también  era  distinto 
cuando  se  comparaban  las  quimeras  realizadas  con  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ,  tanto 
Figura 164. Tamaño de los lóbulos tímicos recuperados bajo la cápsula renal tras tres semanas de trasplante 
empleando estromas o progenitores linfoides EphB2LacZ o EphB2‐/‐. Las imágenes muestran el tamaño de los 
lóbulos  recuperados  en  las  diferentes  combinaciones  realizadas  en  función  de  si  el  estroma  (E)  o  los 
progenitores  linfoides  (PL)  del  ratón  receptor  eran  EphB2LacZ  o  EphB2‐/‐.  (A)  E: WT;  PL: WT.  (B)  E: WT;  PL: 
EphB2LacZ. (C) E: WT; PL: EphB2‐/‐ (D) E: EphB2LacZ; PL: WT. (E) E: EphB2‐/‐; PL: WT. Nótese el menor tamaño 
del  lóbulo  en  la  combinación  D,  respecto  a  la  condición  contraria  (B),  que mostraba  un  tamaño  similar  a  la 
condición WT (A). Las imágenes son representativas de los implantes realizados. 
Figura  165.  Análisis  comparado  de  la  celularidad  y  el  porcentaje  de  las  diferentes  poblaciones  epiteliales 
definidas  en base a la expresión de MTS20, Ly51 y UEA1 en la condición E: WT y PL: WT, E: WT y PL: EphB2‐/‐ y 
E: WT  y  PL:  EphB2LacZ  tras  3  semanas  de  implante.  (A)  Número  de  células  tímicas  totales.  Nótese  como  la 
celularidad  total  cuando  el  estroma  WT  es  colonizado  por  progenitores  linfoides  EphB2LacZ  es  igual  a  la 
condición WT  y,  consiguientemente,  mayor  que  en  la  condición  en  la  que  el  estroma WT  es  colonizado  por 
progenitores EphB2‐/‐.  (B) La proporción de células  inmaduras MTS20+ es  significativamente menor  cuando el 
estroma WT es colonizado por progenitores linfoides EphB2LacZ con respecto a la condición WT y a la condición 




significativamente  en  ambas  condiciones,  siendo  mucho  mayor  cuando  el  estroma  WT  es  colonizado  por 
progenitores  linfoides  EphB2LacZ.  (E)  La  proporción  de  células  medulares  Ly51‐UEA1+  está  aumentada 
significativamente  cuando  el  estroma  WT  es  colonizado  por  progenitores  linfoides  EphB2LacZ  respecto  a  la 
condición WT  y  a  la  condición  en  la  que  el  estroma WT  es  colonizado  por  progenitores  EphB2‐/‐.  Los  datos 










































































































































































WT  que  recibían  células  linfoides  EphB2‐/‐,  el  porcentaje  de  células  MTS20+ 
aumentaba  fuertemente  (Fig.  165B),  y  también  el  de  la  población  Ly51+UEA1+  (Fig. 
165C), mientras  las de  Ly51+UEA1‐  caía  (Fig.  165D) y  la de mTEC  se mantenía en  los 
valores  control  (Fig.  165E).  Por  el  contrario,  cuando  las  células  linfoides  eran 








Figura 166. Análisis  comparado de  las diferentes poblaciones epiteliales definidas en base a  la expresión de 
MTS20,  Ly51  y UEA1  en  la  condición  E: WT  y  PL: WT,  E:  EphB2‐/‐  y  PL: WT  y  E:  EphB2LacZ  y  PL: WT  tras  3 
semanas de implante. (A) Número de células tímicas totales. Nótese como la celularidad total cuando el estroma 




por  progenitores  linfoides  WT.  (C)  La  proporción  de  células  Ly51+UEA1+  cuando  el  estroma  EphB2LacZ  es 




que el  estroma EphB2‐/‐  es  colonizado por  progenitores  linfoides WT.  (E) La proporción de  células medulares 
Ly51‐UEA1+ cuando el estroma EphB2LacZ es colonizado por progenitores linfoides WT es igual a la condición WT, 











































































































































































La  naturaleza  de  la  molécula  que  trasmite  las  señales  también  es  importante.  Sólo 
cuando el estroma era EphB3‐/‐ y los progenitores EphB2‐/‐, el contenido celular de los 
lóbulos  trasplantados  era  normal  (Fig.  167A);  por  el  contrario,  en  la  combinación 
opuesta: estroma EphB2‐/‐ y progenitores EphB3‐/‐, los lóbulos mostraban significativa 
hipocelularidad  (Fig.  167A).  Estos  mismos  experimentos  enseñaban  como  la  misma 
señalización  afectaba  diferencialmente  distintos  procesos  tímicos.  Así,  mientras 








de  forma  distinta  si  la  ausencia  se  producía  en  el  estroma  o  en  los  progenitores 
Figura  167.  Análisis  comparado  de  la  celularidad  y  el  porcentaje  de  las  diferentes  poblaciones  epiteliales 
definidas en base a  la expresión de MTS20, Ly51 y UEA1 en  la condición E: WT y PL: WT, E: EphB3‐/‐ y PL: 
EphB2‐/‐  y  E:  EphB2‐/‐  y  PL:  EphB3‐/‐  tras  3  semanas  de  implante.  (A)  Número  de  células  tímicas  totales. 
Nótese como la celularidad total cuando el estroma EphB3‐/‐ es colonizado por progenitores linfoides EphB2‐/‐ 
es  igual  a  la  condición  WT,  pero  no  cuando  el  estroma  EphB2‐/‐  es  colonizado  por  progenitores  linfoides   
EphB3‐/‐.  También  hay  diferencias  significativamente  cuando  se  comparan  entre  sí  las  dos  últimas 
combinaciones mutantes. La proporción de células inmaduras MTS20+ (B) y de células corticales Ly51+UEA1‐ (D) 
es  significativamente menor  cuando el  estroma EphB3‐/‐ o EphB2‐/‐  es  colonizado por progenitores  linfoides 
EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐ respectivamente, con respecto a la condición WT. (C) No se encontraron diferencias en la 
población  Ly51+UEA1+.  (E)  La  proporción  de  células  Ly51‐UEA1+  es  significativamente mayor  en  los  estromas 
mutantes  colonizados  por  progenitores  linfoides  mutantes  al  comparar  con  la  combinación  WT.  Los  datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  del  número  de  implantes  realizados  en  cada  combinación.  La  significación 
estadística de los valores obtenidos se indica como: *p≤0.05; **p≤0.01; ***p≤0.005 según el análisis estadístico 
de la t de Student. 






















































































































































































En  ausencia  de  EphB2  o  EphB3  en  el  estroma  o  en  los  progenitores  los  estadios 
iniciales  de  la  maduración  epitelial  se  retrasaban  acumulándose  las  células  MTS20+ 
(Fig. 168A, 169A). Cuando el estroma WT era colonizado por progenitores mutantes, la 
diferenciación de las poblaciones Ly51+ se retrasaba también: la población intermedia 
Ly51+UEA1+  aumentaba  con  diferencias  significativas  sólo  en  el  caso  de  los 
progenitores  EphB2‐/‐  (Fig.  168B)  y  la  madura  Ly51+UEA1‐  disminuía 
significativamente,  independientemente  de  la  EphB  que  faltara    (Fig.  168C).  Por  el 




MTS20,  Ly51  y UEA1 en  la  condición  E: WT y PL: WT,  E: WT  y PL:  EphB2‐/‐  y  E: WT y PL:  EphB3‐/‐  a  las  3 
semanas de implante. Las gráficas muestran como (A) la proporción de células epiteliales inmaduras MTS20+ es 
significativamente mayor cuando el estroma WT es colonizado por progenitores linfoides EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐ 
respecto  a  la  condición  WT  y  también  cuando  se  compara  la  primera  y  la  segunda  combinación.  (B)  La 
proporción de células   Ly51+UEA1+ aumenta significativamente sólo cuando el estroma WT es colonizado por 
progenitores linfoides EphB2‐/‐. (C) La proporción de células corticales Ly51+UEA1‐ disminuye significativamente 
respecto  a  la  condición  WT  cuando  los  progenitores  linfoides  son  mutantes.  (D)  La  proporción  de  células 
medulares  Ly51‐UEA1+  aumenta  significativamente  cuando  el  estroma  WT  es  colonizado  por  progenitores 
linfoides EphB3‐/‐ respecto a la condición WT y también cuando al estroma WT es colonizado por progenitores 
linfoides  EphB2‐/‐.  Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  del  número  de  implantes  realizados  en  cada 







169B,  C)  eran  significativamente  muy  bajas  en  los  primeros  (EphB2‐/‐)  mientras  en 
aquellos  con  estroma  EphB3‐/‐,  no  mostraban  variaciones.  Por  el  contrario,  la 




Esta  primera  aproximación  utilizando  lóbulos  alinfoides  completos  trasplantados  en 
ratones con o sin deficiencias en EphB que acabamos de describir,  sólo nos permitía 
saber si la población heterogénea de células inmaduras que existen en el timo de 13.5F 
tenía  mayor  o  menor  capacidad  de  maduración  en  las  distintas  combinaciones 
Figura  169.  Análisis  comparado  de  las  diferentes  poblaciones  epiteliales  tímicas  definidas  en  base  a  la 
expresión de MTS20, Ly51 y UEA1 en la condición E: WT y PL: WT, E: EphB2‐/‐ y PL: WT y E: EphB3‐/‐ y PL: WT 




condición  WT.  Al  comparar  las  combinaciones  establecidas  con  estromas  mutantes,  el  efecto  en  ambas 
poblaciones  es  mayor  cuando  el  estroma  es  EphB2‐/‐.  (D)  La  proporción  de  células  medulares  Ly51‐UEA1+ 
aumenta significativamente cuando el estroma EphB2‐/‐ es colonizado por progenitores linfoides WT respecto a 
la condición WT y también cuando el estroma WT es colonizado por progenitores linfoides EphB3‐/‐. Los datos 






Figura  170.  Protocolo  de  aislamiento  de  diferentes  poblaciones  epiteliales  tímicas  inmaduras 
mediante  sorting.  Los  dot  plots  muestran  un  ejemplo  representativo  del  protocolo  seguido  para  el 




como  EpCAM+MTS20+  y,  en  ella  se  acotaron  las    subpoblaciones  epiteliales  definidas  en  base  a  la 
expresión de Ly51 y UEA1: R3 (Ly51‐UEA1‐), R4 (Ly51+UEA1‐) y R5 (Ly51+UEA1+). 
estudiadas,  pero  no  saber  el  potencial  de  cada  subpoblación  y,  en  especial,  de  las 
células inmaduras MTS20+ y de otras presumiblemente intermedias que ya expresaban 
algún marcador  cortical  y/o medular.  Se  trataba  en  definitiva  de  intentar  identificar 





ese  estadio  porque  el  número  de  células  MTS20+  es  muy  alto  y  en  él, 
presumiblemente,  a  esa  edad  su  capacidad de maduración  también  lo  sea.  En  estos 
ensayos aislamos mediante sorting  (ver Material y Métodos, apartado 5.1) diferentes 















tras  el  sorting  fue:  EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51‐UEA1‐  (7.5x103‐44x103  células), 
EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1‐  (1.2x103‐8x103  células)  y  EpCAM+CD45‐
MTS20+Ly51+UEA1+  (0.4x103  ‐1x103  células).  Aparte  de  testar  las  capacidades  de 
diferenciación de las células inmaduras EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51‐UEA1‐ pretendíamos 
también  con  estos  experimentos  establecer  si  poblaciones  intermedias  que 




aquellas  que  expresaban  marcadores  corticales  y  medulares,  EpCAM+CD45‐
MTS20+Ly51+UEA1+  eran  capaces  de  dar  linajes  solamente  corticales  o  solamente 
medulares o de los dos compartimentos tímicos. Posteriormente, esas potencialidades 
serían  comparadas  con  las  de  subpoblaciones  epiteliales  equivalentes  derivadas  de 
timos deficientes en EphB para ver los efectos de la falta de esas moléculas. 
Tras el sorting, y según se ha descrito en el apartado 6.4 del Material y Métodos, cada 
una  de  las  subpoblaciones  fue  reagregada  con  Matrigel,  con  el  que  pretendíamos 
conseguir  que  las  células  estuvieran  lo más  concentradas  posible  y  se  favoreciera  la 
correcta organización 3D de las mismas  in vitro que es clave para su diferenciación, e 
implantadas  en  ratones  receptores.  Transcurrido  el  tiempo  del  implante,  en  los  5 
ensayos realizados con cada una de las subpoblaciones, no conseguimos identificar en 




cols.,  2002).  En  esta  ocasión  utilizamos  fibroblastos  embrionarios murinos  (MEF)  en 
vez  de  Matrigel,  para  reagregar  las  TECs.  Para  determinar  el  número  de  MEFs 
necesarios  para  alcanzar  la  reagregación  junto  con  las  células  epiteliales,  realizamos 
previamente  ensayos  donde  testamos  diferente  número  de  MEFs  provenientes  de 
distintos orígenes (fetos de 12.5F y 14.5F), pero sin reagregarlos con células epiteliales. 
Los  reagregados  establecidos  con MEFs  procedentes  de  fetos  de  12.5F  reagregaban 
mejor  que  los  obtenidos  de  fetos  de  14.5F  y  el  número  mínimo  de  fibroblastos 
necesarios para alcanzar su correcta reagregación era de 1x105 células. A continuación, 
determinamos si los MEFs tenían la capacidad de englobar las TECs cuando el número 
de  éstas  era  bajo,  como  era  nuestro  caso.  Para  ello,  hicimos  reagregados  utilizando 
0.6x103 o 7x103 células estromales tímicas totales procedentes de lóbulos de 12.5F que 
habían  sido  cultivados  previamente  con  2’‐dGuo  durante  3  días,  para  eliminar  los 
escasos  timocitos  que  habían  colonizado  el  primordio  tímico.  A  continuación,  los 
lóbulos  fueron disgregados empleando  tripsina 0.25x y  las  células  resultantes  fueron 
reagregadas con los MEF (1‐2x105) durante 24 horas en cultivos organotípicos (RTOC) 





mediante  inmunofluorescencia  empleando  un  anticuerpo  anti‐PanCitoqueratina 
(PanCK). El análisis de estas secciones (Fig. 171) reveló que el protocolo experimental 
empleado  permitía  identificar  las  células  epiteliales  empleando  tanto  0.6x103  como 










En  base  a  todos  estos  resultados,  llevamos  a  cabo  reagregados  empleando  las 
subpoblaciones    epiteliales  sorteadas  mencionadas  anteriormente  junto  con  1x105 
MEFs, procedentes de  fetos de 12.5F  (ver Material y Métodos, Apartado 6.4). Tras 2 
semanas de  trasplante,  solamente en un ensayo de  los  cinco que  se  llevaron a  cabo 
fuimos  capaces  de  observar  crecimiento  de  una  pequeña  masa  celular  en  aquellos 
reagregados  trasplantados  y  establecidos  con  las  subpoblaciones  epiteliales 
EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1‐  y  EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1+,  que  fue 
disgregado  y  analizado  por  citometría  de  flujo  en  base  a  la  expresión  de  los 
marcadores EpCAM, CD45, Ly51 y UEA1. Lo único destacable de este experimento fue 
que  los  reagregados  establecidos  con  la  población  EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1‐ 
diferenciaban  más  a  células  Ly51+UEA1‐  que  aquellos  provenientes  de  células 
EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1+  (Fig.  172),  que  contenían  casi  un  40%  de  células 
doble  negativas  Ly51‐UEA1‐.  En  cuanto  a  las  poblaciones  linfoides,  las  células 
Figura  171.  Identificación  de  células 
epiteliales  tímicas  totales  en  reagregados 
establecidos  con  fibroblastos  embrionarios 
murinos.  Criosecciones  de  reagregados 
establecidos  con  1‐2x105  fibroblastos 
embrionarios  murinos  (MEFs)  junto  con 
0.6x103  (A)  o  7x103  (B)  células  estromales 
tímicas  totales  tras  24  horas  de  cultivo.  Las 
células  epiteliales  tímicas  (TECs)  fueron 
identificadas  mediante  el  empleo  del 
anticuerpo  anti‐PanCK  (verde).  Nótese  la 
localización de los grupos de células epiteliales 
entre  los  núcleos  de  MEFs  (azul)  y  como  su 






aisladas  de  reagregados  establecidos  con  diferentes  subpoblaciones 
epiteliales trasplantados durante dos semanas bajo la cápsula renal. RTOCs 
establecidos  con  MEF  y  células  epiteliales  tímicas  EpCAM+CD45‐
MTS20+Ly51+UEA1‐ y EpCAM+CD45‐MTS20+Ly51+UEA1+ fueron trasplantados 
bajo la cápsula renal de ratones WT y analizados tras 2 semanas, en base a 
la  expresión  de  los  marcadores  Ly51  y  UEA1.  La  proporción  de  células 
Ly51+UEA1‐  fue  mayor  en  los  reagregados  formados  con  células 















Los  escasos  resultados  obtenidos  hicieron  plantearnos  nuevas modificaciones  de  los 
cultivos en los que evaluamos las posibles causas de estos fracasos. Una posibilidad era 
que la falta de crecimiento de los lóbulos podría ser consecuencia de un rechazo de las 




desarrollo  de  los  reagregados  podría  ser  consecuencia  de  la  falta  de  interacciones 
entre  las  células  epiteliales,  ya que  como hemos descrito  se disponían  separadas en 
grupos  individuales  entre  la  masa  de  fibroblastos.  Otra  posibilidad  podría  ser  una 
incorrecta  colonización  de  los  reagregados  por  las  células  linfoides  del  huésped, 
dificultando la supervivencia y diferenciación de las células epiteliales tímicas, por falta 






En  base  a  estas  consideraciones,  para  evitar  el  posible  rechazo  y  la  incorrecta 
colonización  linfoide  de  los  RTOCs  trasplantados  incorporamos  timocitos  (CD45+), 
procedentes de los mismos fetos (12.5F) de los que se aislaban las células epiteliales, a 
los reagregados de las TECs y los MEFs en una proporción del 10‐15% (proporción de 
estas  células  en  el  animal  in  vivo  en  este  estadio).  Desgraciadamente  esta 
aproximación tampoco resolvió los problemas de maduración de los reagregados que 
tras 7 días de cultivo mostraban un  tamaño aún menor que al  comienzo del  cultivo, 
observándose sólo una pequeña proporción de células epiteliales en  los  reagregados 




fallidos  era  la  baja  cantidad  de  células  utilizada  en  la  formación  de  los  reagregados, 
limitada por la escasez de animales y el bajo rendimiento obtenido tras los sorting para 
cada subpoblación, utilizamos células epiteliales inmaduras MTS20+ totales a partir de 
lóbulos  de  12.5F.  El  número  de  células  aisladas  tras  el  sorting  osciló  entre  1x104  y 
6.5x104, siendo reagregadas con 1x105 MEF y un 10‐15% de timocitos procedentes de 
los mismos  fetos.  Sin  embargo,  tras  7  días  de  cultivo  in  vitro,  el  número  de  células 
recuperadas en los siete RTOCs generados fue de nuevo muy bajo, sin que pudiéramos 
obtener ningún resultado fiable (datos no mostrados).  
Llegados  a  este  punto  nos  preguntamos  si  el  problema  radicaba  en  que  nuestro 
modelo  de  cultivo  impedía  la  supervivencia  de  las  células  epiteliales.  Por  ello 




del Material  y Métodos.  Tras  8  días  de  cultivo  pudimos  observar  el  crecimiento  de 
colonias  de  células  epiteliales  y  la  presencia  de  timocitos  en  el  mismo  cuando  se 
añadían  (Fig.  173).  Las  células  epiteliales  que aparecían  en  los  cultivos  no  formaban 





bien  células  individuales  de  diferentes  tamaños,  considerándose  los  agregados  más 
grandes  y  refringentes  colonias  de  células  epiteliales  (Ann  Chidgey,  comunicación 
personal).  
 
Además,  tanto  las  células  epiteliales  individuales  como  las  presentes  en  los  grupos 
eran  redondeadas,  sin  los  típicos  procesos  celulares  de  la  mayoría  de  las  células 
epiteliales  tímicas.  El  recuento  celular  de  estos  cultivos  reveló  que  no  había  un 
incremento  en  el  número  de  células  totales,  ni  tampoco  en  ninguna  de  las 









de  Ly51+  ahora  solamente  expresaba  un  10%;  y  lo mismo  ocurría  para  la  población 
MHCII+, que pasaba de un 22% antes del cultivo, a sólo un 6% después. En el caso de la 
proporción  de  células  MTS20+,  la  caída  del  95%  al  5%  podía  deberse  a  su 
diferenciación,  pero  tampoco  aquí  podemos  descartar  una  pérdida  de  expresión  del 
marcador  debido  al método  de  cultivo  (Fig.  175).  Puesto  que  en  la  población  inicial 
EpCAM+MTS20+  había  aproximadamente  un  9%  de  células  UEA1+,  que  aumentaba 
ligeramente  tras  el  cultivo  (dato  no  mostrado),  en  los  siguientes  experimentos 
empleamos  de  inicio  células  EpCAM+MTS20+UEA1‐  para  ver  si  realmente  se 
Figura  173.  Cultivo  de  epitelio  tímico  3D.  La 
imagen muestra un ejemplo representativo de la 
organización  celular  del  cultivo  3D.  En  detalle 







mismos  fetos,  no  parecía  afectar  la  expresión  de  los  marcadores  anteriormente 
mencionados (datos no mostrados). 
Tras  8  días  de  cultivo  nuestros  resultados  demostraron  que  a  partir  de  la  población 
EpCAM+MTS20+UEA1‐ surgían dos poblaciones epiteliales: una EpCAM+UEA1+ (11%) de 
fenotipo medular  y  otra  EpCAM+UEA1‐  (89%)  (Fig.  176A)  que  debería  incluir  células 
corticales y progenitores que no habían diferenciado, en un proceso independiente de 
la presencia de timocitos (‐T), pues cuando se añadían al cultivo (+T), las proporciones 
Figura  174.  Número  de  células  epiteliales 
(EpCAM+CD45‐) recuperadas tras 8 días de cultivo. La 
gráfica muestra el número inicial de células epiteliales 
progenitoras  (EpCAM+MTS20+UEA1‐)  puestas  en 
cultivo  (D0),  así  como  el  mismo  número  de  células 
recuperadas (D8) en los cultivos establecidos tanto en 
ausencia  (‐T)    como  en  presencia  (+T)  de  timocitos. 






























de  células  UEA1+  no  variaban  (Fig.  176B).  Era  llamativa  esta  falta  de  efectos  de  los 
timocitos  sobre  la  diferenciación  epitelial  que  se  contradice  con  lo  demostrado  en 
otras  partes  de  este  trabajo  y  en  numerosas  publicaciones,  pero  había  varias 
explicaciones  posibles.  La  morfología  de  los  cultivos  sugiere  que  no  hay  muchas 
interacciones  entre  timocitos  y  TECs,  lo  que  naturalmente  no  contribuiría  a  que  los 
primeros afectaran  la diferenciación de  los segundos. También es posible pensar que 
los  timocitos  DN  que  se  aislaban  de  los  timos  de  12.5F  no  afectaban  a  las  TEC 
medulares (pero si a las corticales) aunque presumiblemente, tras 8 días de cultivo, al 
menos  algunos  habrían  alcanzado  el  estadio  DP  o  SP  necesario  para  la maduración 
medular. Desgraciadamente,  la utilización de liberasa para la digestión de los cultivos 






No  hemos  conseguido,  por  tanto,  analizar  las  capacidades  de  diferenciación  de  las 
poblaciones epiteliales  tímicas  concretas de  los distintos  tipos de  ratones deficientes 
en  EphB  analizados.  Para  nosotros,  los  reagregados  con  fibroblastos  y  timocitos, 
trasplantados posteriormente constituyen la mejor opción pero necesitamos aislar un 
mayor  número  de  TECs  para  lo  que  necesitamos  disponer  de muchos más  ratones, 














Estudios  previos  de  nuestro  grupo  ya  habían  demostrado  la  expresión  en  el  timo 
adulto y fetal de EphB2 y EphB3 y sus ligandos ephrina‐B1 y ‐B2 (Alfaro y cols., 2008; 
Cejalvo, 2011), pero ahora cuantificamos por citometría de flujo esa expresión en  las 
dos poblaciones  tímicas más  importantes, TECs y  timocitos WT durante el desarrollo 
embrionario  temprano  (12.5F‐15.5F),  con  el  fin  de  saber  si  estas  moléculas  se 
expresaban diferencialmente en un tipo celular u otro y/o si se modulaban a  lo  largo 
del  desarrollo,  lo  que  podría  contribuir  a  explicar  las  alteraciones  descritas  en  el 
desarrollo de estos timos, y, quizás, la diferente severidad que muestran sus fenotipos 
linfoides y epitelial. 
Dentro de  la población  linfoide CD45+  (Fig. 177),  la expresión de estas moléculas era 
bastante  baja  cuando  se  comparaba  con  la  expresión  que  las  mismas  tenían  en  la 
población  epitelial  EpCAM+CD45‐  (Fig.  178).  Por  otro  lado,  nuestro  estudio  revelaba 
que EphB2 se expresaba en las células CD45+ de todos los estadios más que el resto de 
moléculas  estudiadas  (Fig.  177);  y,  que  todas  ellas  presentaban  unos  niveles  de 
expresión  prácticamente  constantes  a  lo  largo  del  desarrollo,  con  pequeñas 
fluctuaciones  únicamente  en  el  caso  de  las  ephrinas‐B1  y  ‐B2,  que  hacían  que  la 
expresión de la primera disminuyera significativamente entre 13.5F y 14.5F, y la de la 
segunda entre 14.5F y 15.5F (Fig. 177). 
Dentro  de  la  población  epitelial,  el  patrón  de  expresión  de  los  receptores  EphB2  y 
EphB3  era  bastante  parecido  (Fig.  178).  Así,  a  12.5F  la  expresión  de  ambas  EphB 
alcanzaba  los  valores  máximos  reduciéndose  significativamente  a  la  mitad  a  13.5F, 
para mantenerse en valores similares o ligeramente menores hasta 15.5F. La ephrina‐
B2  se  expresaba mucho más  que  la  ephrina‐B1  en  todos  los  estadios  del  desarrollo 
mostrando valores altos entre 12.5F‐14.5F, con porcentajes prácticamente similares a 
los  descritos  para  EphB2  y  EphB3  a  12.5F,  pero mayores  que  éstos  a  13.5F  y  14.5F. 
Entre 14.5F y 15.5F, la expresión de ephrina‐B2 disminuía significativamente (Fig. 178). 







EpCAM+CD45‐  durante  el  desarrollo  embrionario  temprano  (12.5F‐15.5F).  La  gráfica muestra  los  niveles  de 
expresión de estas moléculas obtenidos por citometría de  flujo dentro de  la población EpCAM+CD45‐. Nótese 
como EphB2 y EphB3 muestran un patrón similar, con un descenso significativo a 13.5F que se mantiene hasta 
15.5F  o  desciende  ligeramente.  Ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  aumentan  ligeramente  entre  12.5F  y  13.5F  para 
disminuir a 14.5F en el caso de ephrina‐B1 y a 15.5F en el de ephrina‐B2. La expresión de ephrina‐B2, por su 
parte, es mucho mayor que la de la ephrina‐B1 y que la de los receptores EphB2 y EphB3 desde 13.5F. Los datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  5  fetos  analizados.  La  significación  estadística  de  los  valores 
obtenidos entre estadios se indica como: *p≤0.05;  ***p≤0.005 según el análisis estadístico de la t de Student. 
Figura 177. Expresión de EphB2, EphB3, y de sus  ligandos ephrina‐B1 y ephrina‐B2 en  la población  linfoide 
CD45+  a  lo  largo  del  desarrollo  embrionario  temprano  (12.5F‐15.5F).  La  gráfica  muestra  los  niveles  de 
expresión  de  estas moléculas  obtenidos  por  citometría  de  flujo  dentro  de  la  población  CD45+. Nótese  como 
EphB2 se expresa más que el resto de moléculas en todos los estadios analizados y, como todas ellas, presentan 
niveles de expresión  similares.  Los datos  corresponden a  la media  (±SD) de, al menos, 5  fetos analizados.  La 





Por  otro  lado,  analizamos  la  expresión  de  estas  moléculas  en  las  subpoblaciones 
epiteliales definidas en base a  los marcadores  Ly51 y UEA1  (Ly51‐UEA1‐,  Ly51+UEA1‐, 
Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+)  para  determinar  si  la  expresión  diferencial  de  algunas  de 





volvía  a  aumentar  (Fig.  179A).  Los  valores  en  todos  los  estadios  eran,  no  obstante, 
ligeramente mayores  en  el  caso de  EphB2.  La  expresión de  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2 
aumentaba  entre  12.5F‐13.5F  y  descendía  significativamente  a  14.5F.  Entre  14.5F  y 
15.5F el comportamiento de ambas moléculas era diferente; así, mientras la expresión 






era  mayor  a  12.5F  para  comenzar  a  descender  desde  13.5F  hasta  15.5F,  como  le 
sucede  a  la  expresión  de  ephrina‐B1.  De  nuevo  la  expresión  de  ephrina‐B2  era 
diferente a  la de  las otras tres moléculas, ya que no tendía a disminuir entre 12.5F y 
15.5F,  si  no  que  tenía  valores  constantes  entre  12.5F‐13.5F  para  aumentar 
significativamente  a  14.5F  y  disminuir  a  15.5F,  manteniendo  una  vez  más  en  este 
estadio una expresión mayor que las otras tres moléculas (Fig. 179B). 
Por  lo que  se  refiere  a  la  población  intermedia  Ly51+UEA1+  (Fig.  179C),  el  patrón de 
expresión  de  las  Ephs  y  sus  ligandos  fue  muy  similar  entre  sí  y  a  aquel  observado 
previamente en la población Ly51+UEA1‐ excepto para ephrina‐B2. Así, la expresión de 
EphB2,  EphB3,  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  era mayor  en  los  primeros  estadios  (12.5F‐
13.5F) y disminuía de manera gradual pero significativamente hasta 15.5F. A 15.5F  la 









de  todas  ellas  disminuía  significativamente  hasta  15.5F,  donde  de  nuevo  los  valores 
obtenidos fueron bajos si  los comparamos con los de las poblaciones Ly51‐UEA1‐ (Fig. 
179A)  y  Ly51+UEA1‐  (Fig.  179B)  pero  similares  a  los  de  la  población  Ly51+UEA1+  (Fig. 
179C).  
Estos resultados confirman, independientemente de las particularidades apreciadas en 
cada población epitelial,  lo observado en el  epitelio  total  (Fig.  178),  que eran en  los 
Figura  179.  Expresión  de  EphB2,  EphB3,  y  de  sus  ligandos  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  en  las  subpoblaciones 





Ephrina‐B2  desciende  desde  13.5F,  pero  su  expresión  en  esos  estadios  finales  es  mucho  mayor  que  la  de 
ephrina‐B1  y  que  la  de  las  dos  EphB.  (B)  En  la  población  Ly51+UEA1‐,  la  expresión  de  EphB2  y  EphB3  cae 
gradualmente  durante  el  desarrollo, mientras  que  la  de  ephrina‐B1  lo  hace  a  14.5F  y  ephrina‐B2  aumenta  a 
14.5F para después caer a 15.5F.  (C) La expresión de  todas  las moléculas en  la población Ly51+UEA1+ es alta 
entre 12.5F y 13.5F para después caer en los siguientes estadios, excepto ephrina‐B2 que lo hace desde 14.5F. 
(D) En la población Ly51‐UEA1+, la expresión de estas moléculas cae fundamentalmente a 14.5F, manteniéndose 
así  hasta  15.5F,  excepto  para  ephrina‐B2,  que  cae  nuevamente  a  15.5F.  Los  datos  corresponden  a  la media 





primeros estadios de desarrollo y,  sobre  todo, a 12.5F cuando  las EphB y ephrinas‐B 
estudiadas se expresaban más. 
Dado que,  por  otra  parte,  el  porcentaje  de  cada  una  de  las  subpoblaciones  de  TECs 
estudiadas varía a lo largo del desarrollo, calculamos la contribución de su expresión a 
la población epitelial total para así determinar cuál de ellas expresaba más (o menos) 
Eph y/o ephrinas‐B durante  la ontogenia.  Era de esperar  a  tenor del porcentaje que 
representa  cada  subpoblación  TEC  en  el  primordio  tímico,  que  la  expresión  de  las 




muy  importante  a  12.5F  (cerca  de  un  60%  de  las  células  Ly51‐UEA1‐  expresaban  las 
Eph) para descender significativamente a 13.5F y 14.5F, y mostrar valores muy bajos a 
15.5F,  cuando  desaparece  la  población.  En  cuanto  a  sus  ligandos,  la  expresión  de 
ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  disminuía  entre  13.5F‐14.5F  y,  mientras  ephrina‐B1 
desaparecía  ya  en  ese  estadio,  los  valores  de  ephrina‐B2  continuaba  disminuyendo 
significativamente  hasta  15.5F.  Con  todo,  la  caída  de  la  expresión  de  ephrina‐B2  es 
más  gradual  que  la  observada  en  el  caso  de  EphB2  y  EphB3  mostrando  mayor 
expresión que las EphB a 13.5F y 14.5F (Fig. 180A). 
Dentro de  la población cortical  Ly51+UEA1‐  (Fig. 180B),  la expresión de Eph/ephrinas 
incrementaba  ligeramente durante el desarrollo, de manera  significativa únicamente 
en el  caso de EphB2 entre 14.5F  y  15.5F  y de  la  ephrina‐B2 entre 13.5F  y  14.5F. De 
nuevo, la expresión de ephrina‐B2 fue mayor que el resto en estos últimos estadios.  
Por último, en el caso de las poblaciones que expresan UEA1, Ly51+UEA1+ (Fig. 180C) y 











ephrina‐B2,  parecer  ser  más  importante  que  la  de  ephrina‐B1  y  por  otro,  que  la 
expresión de todas estas moléculas es mayor en  los primeros estadios del desarrollo 





apartados  anteriores  de  este  trabajo,  analizamos  la  expresión  de  algunas moléculas 
conocidas  por  su  implicación  en  el  desarrollo  de  las  TECs.  Para  ello,  realizamos  un 
Figura 180. Contribución de la expresión de EphB2, EphB3, y de sus ligandos ephrina‐B1 y ephrina‐B2 en las 
subpoblaciones epiteliales Ly51‐UEA1‐, Ly51+UEA1‐, Ly51+UEA1+ y Ly51‐UEA1+ a la del epitelio total durante el 
desarrollo  embrionario  temprano  (12.5F‐15.5F).  Las  gráficas  muestran  los  niveles  de  expresión  de  estas 
moléculas dentro de las subpoblaciones definidas por Ly51 y UEA1, teniendo en cuenta lo que representan cada 
una de ellas en el epitelio total. (A) La contribución de la expresión de EphB2 y EphB3 es similar en la población 
Ly51‐UEA1‐,  siendo muy  alta  a  12.5F  para  caer  hasta  14.5F  donde  desaparece.  Ephrina‐B1  cae  entre  13.5F  y 
14.5F, mientras que ephrina‐B2 desciende desde 13.5F. (B) En la población Ly51+UEA1‐, la expresión de EphB2, 
EphB3, ephrina‐B1 y ephrina‐B2 aumenta  ligeramente durante el desarrollo, con diferencias en algún estadio 
sólo  para  EphB2  y  ephrina‐B2.  (C)  La  contribución  de  la  expresión  de  todas  las  moléculas  en  la  población 
Ly51+UEA1+  es muy  baja  durante  todo  el  desarrollo  fetal,  con  una  caída  significativa  entre  14.5F  y  15.5F  en 
todas  ellas.  (D)  En  la  población medular,  estas moléculas  contribuyen  nuevamente muy  poco  a  la  expresión 
total. Los datos corresponden a la media (±SD) de, al menos, 5 fetos analizados. La significación estadística de 





estudio  de  expresión  génica  mediante  PCR  cuantitativa  (qPCR)  tanto  en  WT  como 
mutantes,  a  partir  de  lóbulos  tímicos  totales  de  12.5F,  donde  predomina  el 
componente  epitelial,  o  de  TECs  de  15.5F  y  7PN  y  mesénquima  (EpCAM‐CD45‐)  de 
15.5F,  aisladas  mediante  sorting  tal  y  como  se  ha  descrito  en  el  apartado  5.1  del 
Material y Métodos. 
Determinamos,  en  primer  lugar,  la  expresión  del  factor  de  transcripción  epitelial 
Foxn1,  cuya  expresión  se  inicia  a  11.25F  y  es  absolutamente  imprescindible  para  el 
correcto  desarrollo  de  las  TECs,  de  manera  que  su  ausencia  bloquea  el  desarrollo 




mutantes  exhibían una expresión  significativamente menor en el  caso de EphB2‐/‐  y 
EphB2LacZ.  Únicamente  a  12.5F,  los  timos  EphB2‐/‐  presentaban  una  expresión 
significativamente menor que  los timos EphB3‐/‐. Estos resultados demostrarían que, 
al menos,  en  los  estadios  iniciales  del  desarrollo,  la  expresión  de  Foxn1  es  igual  en 
timos mutantes que en WT. 
Analizamos  tanto  a  12.5F  como  a  15.5F  la  expresión  del  factor  de  crecimiento 
fibroblástico 7 (FGF7), que es liberado por las células del mesénquima circundante del 
primordio  tímico  y  el  conectivo  trabecular  y  que  junto  con  FGF10  induce  la 
proliferación  de  las  TECs, más  que  su  diferenciación,  al  unirse  al  receptor  FGFR2IIIb 
expresado  en  las  TECs  (Revest  y  cols.,  2001;  Jenkinson  y  cols.,  2003).  Aunque  la 
expresión de FGF7 ha sido previamente descrita a 13.5F, mediante hibridación  in situ 




en  los  ratones  EphB2LacZ  eran  significativamente mayores  que  en  los  EphB2‐/‐  (Fig. 







su  receptor  (FGFR2IIIb)  en  las  células  epiteliales  de  manera  que  su  expresión  es 
necesaria para permitir la proliferación epitelial después de 12.5F (Blackburn y Manley, 
2004).  También  en  el  timo  postnatal  se  ha  indicado  que  la  señalización  a  través  de 
FGFR2IIIb  afecta  la  diferenciación  y  organización  del  epitelio  tímico  (Dooley  y  cols., 
2007). Resultados previos de Revest y colaboradores obtenidos mediante hibridación 
in  situ,  revelaron  que  la  expresión  de  FGFR2IIIb  aparecía  a  13.5F  pero  no  a  12.5F 
(Revest y cols., 2001); sin embargo, nuestros resultados mediante qPCR mostraban que 






También  analizamos  la  expresión  de  IL7  y  Dll4  que  son  producidas  por  las  TECs  y 
necesarias para el correcto desarrollo de los timocitos. Tal y como comentamos en la 







que  interviene  en  la maduración de  las  poblaciones  de  timocitos DN,  de  tal manera 
que  su  ausencia  bloquea  el  desarrollo  de  los mismos  (Hozumi  y  cols.,  2008;  Koch  y 
cols.,  2008)  y  además  participa  en  su  migración  y  proliferación  de  los  timocitos 
tempranos  (Hozumi  y  cols.,  2008;  Koch  y  cols.,  2008;  Thompson  y  Zuniga‐Pflucker, 
2011; Hirano y cols., 2015).  Los primeros transcritos de Dll4 se detectan a 12F  (Itoi y 
cols., 2007). Nuestros datos confirman su presencia a 12.5F  (Fig. 181), cuando no se 
observaban  diferencias  entre  los  lóbulos  mutantes  y  WT.  Más  tarde,  los  valores 

















































































































































































































Por  otro  lado,  quisimos  determinar  mediante  qPCR  la  expresión  del  marcador 
funcional  β5t,  que  tal  y  como hemos descrito  en  la  Introducción de  este  trabajo,  su 
expresión  comienza  a  12.5F  y  se  expresa  principalmente  en  las  cTEC  (Ripen  y  cols., 
2011)  y quizás, en progenitores  capaces de dar  cTEC y mTEC  (Alves y Ribeiro, 2016). 











de  otras moléculas  también  relevantes  para  la  diferenciación  de mTEC  como  Fefz2, 






de  este  trabajo,  CCL19  y  CCL21  atraen  a  la  médula  timocitos  CCR7+  seleccionados 
positivamente en la corteza, donde por un lado, sufren selección negativa y, por otro, 
contribuyen  con  su  señalización  a  la  maduración  del  epitelio  tímico,  regulando  la 
expresión de distintas moléculas  (Ueno y cols., 2004; Nitta y cols., 2009), como LTβR 
que, a su vez, gobierna  la de  las propias CCL19 y CCL21  (Lkhagvasuren y cols., 2013). 
Nuestros  resultados  revelaron  como  la expresión de CCL19  (Fig.  181) en  las TECs de 
15.5F era significativamente más baja en los tres mutantes estudiados con respecto a 
los valores control, sin que hubiera diferencias entre los valores EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, 
pero  sí  entre  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ,  mostrando  estos  últimos  una  expresión 





significativamente menores  que  los WT  y  los  EphB2‐/‐.  En  el  caso  de  CCL21  sólo  se 
valoró  a  7PN,  pues  ya  habíamos  cuantificado  su  expresión  durante  el  periodo 
embrionario mediante  inmunomarcaje  (ver Apartado 2.1.2.) y en estudios previos de 
nuestro  grupo  (Stimamiglio  y  cols.,  2010).  Así,  a  7PN  dicha  expresión  era menor  en 
todas las TECs mutantes respecto a las WT, pero de forma significativa únicamente en 
los EphB2LacZ y EphB3‐/‐, sin significación entre estos mutantes  (Fig. 181).  
3.  PAPEL DE  LAS  INTERACCIONES T‐TEC EN  LA MADURACIÓN EPITELIAL 
TÍMICA  OBSERVADA EN TIMOS DEFICIENTES EN EPHB 




de moléculas  o  células  conocidas  por  estar  implicadas  en  la maduración del  epitelio 
tímico. En este proceso  juega un papel  fundamental, como han resaltado numerosos 
estudios las interacciones timocitos‐TECs (Klug y cols., 2002; Rossi y cols., 2007; Shakib 
y  cols.,  2009),  interacciones  que  en  el  caso  de  los  timos  mutantes  podrían  estar 
alteradas  dado  que  el  número  de  timocitos  es  menor  y  se  han  descrito  peores 
interacciones epitelio‐timocitos en los timos deficientes en EphB (Alfaro y cols., 2011). 
Por  tanto,  analizamos  la  maduración  de  las  células  MTS20+  en  FTOCs  carentes  de 




Tras  5  días  de  cultivo  en  presencia  de  2’‐dGuo  (sin  timocitos)  lóbulos  tímicos  WT 
presentaban una proporción significativamente mayor de células MTS20+ con respecto 







en  los  lóbulos WT  provocaba  un  retraso  en  la maduración  de  las  células  epiteliales 
inmaduras MTS20+.  
Cuando empleábamos  lóbulos tímicos mutantes el  resultado fue similar al observado 
con  lóbulos WT  (Fig. 182A, B), aunque el efecto de  la  falta de  timocitos parecía más 
evidente en timos EphB2LacZ y EphB3‐/‐ que en los EphB2‐/‐, posiblemente debido a 
que  estos  últimos  presentaban  una mayor  proporción  de  células MTS20+  inicial.  Por 
otro  lado,  observábamos  que,  tanto  en  ausencia  como  en  presencia  de  2’‐dGuo,  el 
porcentaje de células inmaduras MTS20+ (Fig. 183A) era significativamente mayor, y en 
consecuencia  menor  el  de  MTS20‐  (Fig.  183B),  en  los  FTOC  EphB2‐/‐,  EphB2LacZ  y 
EphB3‐/‐  cuando  comparábamos  con  los  valores  WT.  Únicamente  existieron 
diferencias entre mutantes en  los cultivos en ausencia de 2’‐dGuo, donde los  lóbulos 
EphB2‐/‐  tenían  una  mayor  proporción  de  células  MTS20+  y  menor  de  MTS20‐.  Sin 
embargo,  en  los  cultivos  con  2’‐dGuo  no  existieron  diferencias  entre  los  lóbulos 
mutantes analizados. Es obvio, que en el caso de los FTOCs WT tratados con 2’‐dGuo 
sólo  falta  la  señalización Eph/ephrina debida a  interacciones  timocitos‐TEC, mientras 
que en los mutantes, además de estas señales, faltan aquellas establecidas entre TEC y  
TEC. 




ausencia  de  timocitos  (FTOC  con 2’‐dGuo)    provoca un  incremento en  la  proporción de  células MTS20+ 
tanto  en  los  cultivos WT  como  en  los mutantes,  al  compararlos  con  los  cultivos  establecidos  con  ellos 
(FTOC  sin  2’‐dGuo).  (B)  Consecuentemente,  la  ausencia  de  timocitos  produce  en  todas  las  condiciones 
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 Para  confirmar  la  importancia  de  la  señalización  Eph/ephrina‐B  en  el  control  de  las 




ello habían desaparecido  las  interacciones timocitos‐TECs, procedíamos a bloquear  la 
señalización mediada  por  Eph/ephrina‐B  solamente  entre  células  epiteliales.  Cuando 
analizamos  el  porcentaje  de  células  epiteliales  inmaduras  MTS20+  existentes  en  las 
diferentes condiciones experimentales, observábamos que en los lóbulos tratados con 
EphB2‐Fc  o  ephrina‐B1Fc  había  un  aumento  en  la  proporción  de  las  células MTS20+ 
(Fig. 184A) respecto de los lóbulos control. Este dato correlacionaba con un descenso 
en la proporción de células MTS20‐ (Fig. 184B). Por tanto, este resultado demostraba 
que  la  señalización  Eph/ephrina‐B  establecida  entre  células  epiteliales  también   
regulaba la maduración de las células inmaduras.   
WT EphB2-/- EphB2LacZ EphB3-/-




























































cuando además de  las  interacciones Eph/ephrina‐B entre  timocitos y TECs,  faltan  las 
mediadas entre TECs. Tomando en conjunto todos estos resultados, podemos concluir 





Sobre  la  base  de  la  posible  relevancia  de  las  interacciones  T‐TEC  en  los  fenotipos 
encontrados  en  los  timos  deficientes  en  EphB  que  apuntábamos  en  el  apartado 
anterior,  consideramos  que  un  modelo  adecuado  para  su  estudio  era  el  que 
representan  las  llamadas  células  nurse.  Como  mencionamos  en  la  Introducción  del 
presente trabajo, el timo es un órgano linfoide primario implicado en la generación de 
un  repertorio  de  receptores  T  específicos mediante  procesos  de  selección  positiva  y 
negativa. En estos procesos  las  interacciones entre  timocitos y TECs  juegan un papel 
Figura  184.  Las  interacciones  homotípicas  TEC‐TEC  mediadas  a  través  de  Eph/ephrina‐B 
controlan la maduración de las células epiteliales inmaduras MTS20+. Lóbulos tímicos fetales de 
13.5F  alinfoides fueron cultivados durante 5 días en presencia de las proteínas de fusión ephrina‐
B1Fc  o  EphB2‐Fc  utilizando  como  control  inmunoglobulinas  G  humanas  (hIgG).  Tras  5  días  de 
cultivo,  se  analizó  la  proporción  de  células  MTS20+  (A)  y  MTS20‐  (B)  dentro  de  la  población 








































que  constituye  una  subpoblación  de  células  epiteliales  denominadas  células  nurse 
(TNC)  que  fueron  consideradas  un  microambiente  especializado  ex  vivo  para  la 
maduración  de  las  células  T  inmaduras  (Hendrix  y  cols.,  2010).  Este  tipo  de  células 
fueron descritas originariamente en el timo de ratón y, posteriormente, en el de otras 
especies;  se  caracterizan  por  formar  complejos  linfoepiteliales  en  el  que  una  única 
célula  epitelial  engloba  entre  7  y  50  timocitos,  mediante  invaginaciones  de  su 
membrana  plasmática,  contribuyendo  a  su  maduración  (Hendrix  y  cols.,  2010). 
Constituyen, por  tanto, un excelente modelo  in vitro para analizar si  la  formación de 
tales  complejos  linfoepiteliales  está  alterada  de  alguna  forma,  cualitativa  o 
cuantitativamente  en  timos  deficientes  en  EphB  y,  por  tanto,  profundizar  en  la 
relevancia que  las  interacciones timocitos‐TEC tienen en  los  fenotipos observados en 
dichos timos. 
Fenotípicamente,  la   mayoría de  las TNC son células epiteliales K8+K5‐ o bien K8+K5+, 
pero  no  K8‐K5+  (Hendrix  y  cols.,  2010;  Chilukuri  y  cols.,  2014),  que  expresan  el 
marcador  pH91  y  parecen  ocupar  in  situ  el  borde  córtico‐medular  (Hendrix  y  cols., 
2010).  Para  el  aislamiento  de  las  TNC  seguimos  el  protocolo  desarrollado 
originalmente por Wekerle y colaboradores (Wekerle y cols., 1980) tal y como hemos 
descrito  en el  Apartado 3.4  (Material  y Métodos),  empleando  timos procedentes  de 
ratones  de  1  mes  de  edad  y,  en  su  caracterización  analizamos  nuevos  marcadores 
epiteliales  corticales  y  medulares.  Nuestros  resultados  mostrados  en  la  Figura  185 
indicaban que  las células nurse,  identificadas como células PanCK+ con varios núcleos 
























Figura  185.  Caracterización  fenotípica  de  las  células  epiteliales  tímicas  nurse  (complejos  linfoepiteliales). 
Citocentrifugaciones  de  suspensiones  celulares  enriquecidas  en  células  nurse  fueron  teñidas  con  anticuerpos 
anti‐PanCK, anti‐Ly51, anti‐DEC205 y anti‐CD40. Los complejos linfoepiteliales fueron seleccionados en base a la 











Figura  186.  Caracterización  fenotípica  de  las  células  epiteliales  tímicas  nurse  (complejos  linfoepiteliales). 
Citocentrifugaciones de  suspensiones  celulares  enriquecidas  en  células  nurse  fueron  teñidas  con  anticuerpos 
anti‐PanCK, anti‐MHCII, anti‐MTS10 y anti‐MTS20. Los complejos linfoepiteliales fueron seleccionados en base a 
la expresión de PanCK (verde) y a la presencia en su interior de varios núcleos celulares (azul, Hoechst 33342). 






Analizamos también sí, como hace  in situ el epitelio cortical,  las TNCs y  los  timocitos 
que  englobaban,  expresaban  las  Eph  y  ephrinas  objeto  de  este  estudio,  dada  la 
relevancia de estas moléculas en las interacciones célula‐célula. Como puede verse en 
la  Figura  187,  tanto  EphB2  como  EphB3  y  sus  ligandos  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  se 
expresaban  en  estos  complejos  tanto  en  la  célula  nurse  como  en  los  timocitos  que 
albergaba en su interior (Hoechst+). 
Figura  187.  Expresión  de  EphB2,  EphB3,  ephrina‐B1  y  ephrina‐B2  en  células  tímicas  nurse  (complejos 








La  expresión  de  Eph  y  ephrinas‐B  en  los  complejos  linfoepiteliales  sugería,  pero  no 
demostraba,  que  quizás  estas  moléculas  podrían  participar  en  su  formación  y,  por 
tanto, la falta de EphB2 o EphB3 podría afectar a su formación y/u organización. Para 
analizar  estos  aspectos,  estudiamos  en  primer  lugar  la  proporción  de  complejos 
obtenidos  después  de  su  enriquecimiento  a  partir  de  suspensiones  de  timo  total 
procedentes de ratones de 1 mes de edad, partiendo inicialmente del mismo número 
de  células  tímicas  totales  (150x106  células),  tanto WT  como mutantes.  En  los  timos 
EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐  la proporción de células nurse  (complejos  linfoepiteliales)  tras el 
aislamiento era menor al comparar con los valores  WT,  sin embargo,  en  el  caso  de  
los  timos  EphB2LacZ  su proporción  fue significativamente más alta (Fig. 188).  
Este  resultado  demostraría  que  las  EphB  en  estudio  estarían  de  alguna  manera 
implicadas en la formación de estos complejos linfoepiteliales, de tal modo que la falta 
de señalización forward y reverse mediada a través de EphB2 o EphB3 provoca menor 
formación de  los mismos, mientras que  la  recuperación de  la  señal  reverse mediada 
por EphB2 en los timos EphB2LacZ incrementaba su número.  
Como hemos comentado anteriormente estos complejos linfoepiteliales contienen un 
número  variable  (entre  7  y  50)  de  timocitos  (Hendrix  y  cols.,  2010).  Puesto  que,  los 
receptores  EphB  están  implicados  en  las  interacciones  timocitos‐TEC,  estudiamos  si 
existían  diferencias  en  el  número  de  timocitos  que  albergaban  las  células  nurse 
provenientes de ratones mutantes. Para ello, realizamos citocentrifugaciones (CTC) de 
suspensiones  celulares  enriquecidas  en  células  nurse  procedentes  de  timos  WT  y 
Figura 188. Proporción de células nurse (complejos 
linfoepiteliales)  en  el  timo de  ratones de un mes 
de  edad  WT  y  deficientes  en  EphB.  La  gráfica 
muestra  la  proporción  de  células  nurse  tras  su 
enriquecimiento  partiendo  de  la  población  tímica 
total en el timo de animales WT y mutantes. Nótese 
como  en  los  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  la 
proporción  de  estas  células  disminuye 
significativamente,  mientras  que  los  timos 
EphB2LacZ muestran un incremento significativo de 
ellas  con  respecto  a  los  valores  WT.  Los  datos 
corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  3 
aislamientos.  La  significación  estadística  de  los 
valores  obtenidos  se  indica  como:  *p≤0.05, 
***p≤0.005  según el  análisis  estadístico de  la  t  de 
























un anticuerpo anti‐PanCitoqueratina  (PanCK) en  combinación  con el  anticuerpo anti‐
CD45 para  identificar  en  este  último  caso  a  los  timocitos.  Se  identificó  como  células 
nurse  (complejos  linfoepiteliales)  positivas  aquellas  que  tenían  en  su  interior  células 
CD45+ y que eran PanCK+. Para determinar el número de timocitos que contenían las 
células  nurse  se  analizaron  30  complejos  linfoepiteliales  al  azar  en  todas  las 
condiciones  (WT y mutantes) a partir de 3 aislamientos  independientes.  Inicialmente 















representaba aproximadamente el 50% de  todos  los complejos analizados  (Fig. 190), 
mientras que el menos representado era el que contenía más de 21 timocitos. El resto 
de  rangos  mostraron  una  representación  bastante  similar  (Fig.  190).  Cuando 
analizábamos  las  muestras  obtenidas  en  timos  mutantes  observamos  que  la 




Estos  resultados  demostrarían  nuevamente  que  la  señalización  Eph/ephrina‐B  está 
implicada  en  la  formación  de  complejos  linfoepiteliales,  afectando  las  interacciones 
timocitos‐TECs. 
 
Figura 190. Distribución del número de complejos  linfoepiteliales en  los  timos WT y deficientes en 
EphB.  La  gráfica  muestra  la  distribución  del  número  de  los  distintos  complejos  linfoepiteliales 
existentes en el timo adulto de un total de 30 complejos analizados. Nótese como la distribución en los 
timos mutantes es similar a la de los timos WT, sin embargo, en todos los mutantes existe una menor 




























3.3.  Cambios  en  la  morfología  de  las  TECs  dificultan  previsiblemente  las 
interacciones T‐TECs en timos deficientes en EphB 




cols.,  2009a),  las  alteraciones  sufridas  por  el  epitelio  podrían  afectar,  al  menos 
parcialmente, las interacciones T‐TEC importantes en estos mutantes para alcanzar un 
fenotipo  normal.  Efectivamente  ya  hemos  descrito  como  la  falta  de  EphB2  o  EphB3 
inducía  cambios  específicos  en  la  morfología  de  las  TECs  tanto  corticales  como 
medulares  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a).  Algunas  células  medulares  de  la  población 
mayoritaria    K5+K8‐MTS10+  y  las  células  de  fenotipo  inmaduro  K5+K8+MTS10+  en  los 
ratones deficientes en EphB2 o EphB3 mostraban unos procesos celulares más cortos, 
adquiriendo una morfología globular (Fig. 191A). En el caso de las células corticales, los 
fenotipos  observados  eran  específicos  de  cada  EphB  ausente.  Así,  las  TEC  corticales 
EphB2‐/‐ mostraban una reducción en la longitud de los procesos celulares lo que les 
confería una morfología más acortada y redondeada (Fig. 191B); mientras que la falta 
de  EphB3  se  traducía  en  células  con  procesos  alargados  (Fig.  191B),  generalmente 
dispuestos  en  perpendicular  a  la  cápsula  tímica,  y  que  carecían  aparentemente  de 
prolongaciones  perpendiculares  al  eje  central.  En  ambas  condiciones,  las  TECs 
aparecían mucho más separadas entre sí y de los timocitos que en los timos WT. 
Por todo ello, para evaluar si la falta de señales mediadas por EphB2 o EphB3 alteraba 
la  morfología  del  epitelio  tímico  de  manera  que  pudiera  verse  dificultada  su 







la organización de  la red epitelial  total  identificada con un anticuerpo anti‐PanCK. En 
estos  cultivos  había  aparentemente  una  menor  densidad  de  células  epiteliales,  al 
comparar  con  los  controles  de  isotipo  (Fig.  192A),  a  pesar  de  que  todos  ellos  se 




a  la  condición  in  situ,  que  aquellos  que  recibían  el  tratamiento  con  anti‐EphB2  (Fig. 
192E) o anti‐EphB3 (Fig. 192F), si bien en ninguno de los tres casos  la morfología era 
exactamente  igual  a  la observada en  las  secciones histológicas.  En el  primero de  los 




células  K5+K8‐MTS10+  (cabeza  de  flecha)  y  K5+K8+MTS10+  (flecha).  (B) Morfología  de  las  células  epiteliales 
corticales  de  timos  EphB2‐/‐,  donde  se  observa  una  reducción  de  la  longitud  de  los  procesos  celulares  y  la 
adquisición de una morfología más redondeada (flecha), mientras que la falta de EphB3 cursa con una mayor 











EphB3,  ésta  debería  ser  igual  en  los  cultivos WT  tratados  con  los  anticuerpos  anti‐
EphB2  o  anti‐EphB3  y  en  aquellos  derivados  de  timos  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐ 
respectivamente, puesto que en los mutantes también faltarían las señales trasmitidas 
a través de la correspondiente EphB. 
En  la  Figura  193,  se  observa  como  las  TECs  en  los  cultivos  establecidos  con  células 
deficientes  en  EphB2  o  EphB3 mostraron  una morfología  similar  a  la  de  los  cultivos 
establecidos  con  células WT  tratadas  con  anticuerpos  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3  (Fig. 
192).  Este  resultado  confirmaría  indirectamente,  al  menos  parcialmente,  la 
interrupción  en  la  señalización  EphB  tras  el  tratamiento  con  los  anticuerpos 
correspondientes.  




imágenes  muestran  la  morfología  de  las  células  epiteliales  en  los  reagregados  mantenidos  con  el  control  de 
isotipo (D); o tratados con los anticuerpos anti‐EphB2 (E) lo que resulta en células epiteliales más redondeadas; 






Con el  fin de  cuantificar  estos  cambios observados en  la morfología de  las  TECs  con 
cada  uno  de  los  tratamientos  y  de  las  células  mutantes  realizamos  un  análisis 
morfométrico de la longitud de los procesos celulares observados en ellas. A pesar de 
los problemas para la realización de este análisis debido a la dificultad para identificar 
claramente  en  dos  dimensiones  los  procesos  celulares  de  las  células  epiteliales 
(PanCK+),  seleccionamos  las mejores  células  definidas  según  su  núcleo  celular  y  sus 
procesos.  En  estas  células,  se  midió  la  longitud  de  los  procesos  celulares  desde  la 
periferia del núcleo hasta los extremos de los procesos tal y como se representa en la 
Figura  194A.  Los  datos  mostrados  en  la  Figura  194B  y  C  indican  la  longitud  de  los 
procesos epiteliales medidos en píxeles en los cultivos establecidos con los anticuerpos 
anti‐EphB2 o anti‐EphB3  (Fig. 194B) o empleando células mutantes  (Fig. 194C). En el 
primero  de  los  casos,  realizamos  tres  reagregados  en  total  de  cada  tipo  analizando 
alrededor  de  15  células/reagregado,  con  un  rango  de  procesos  totales  medidos  de 
entre 60 y 90. En  los cultivos establecidos con células mutantes,  también  realizamos 
tres reagregados de cada tipo analizando alrededor de 20 células/reagregado con un 
número de procesos totales evaluados de entre 90 y 150. A diferencia de lo observado 
en  los  controles de  isotipo,  los procesos epiteliales en  los  cultivos  tratados  con anti‐
EphB2 mostraban una reducción significativa en su longitud (Fig. 194B), mientras que 
el tratamiento con anti‐EphB3 resultó en una longitud significativamente mayor de los 
mismos  (Fig.  194B),  existiendo  diferencias  significativas  entre  ambos  tipos  de 











3.4.  Alteraciones  en  la  comunicación  T‐TEC  mediada  por  EphB  afectan  el 
desarrollo del epitelio medular 
Siguiendo  la  misma  argumentación  que  en  el  apartado  anterior,  alteraciones  en  la 
comunicación  T‐TECs  podrían  deberse  también  a  la  falta  de  cualquier  población 
linfoide  conocida  por  su  implicación  en  la  maduración  del  epitelio  tímico.  Elegimos 







principalmente  timocitos.  En  el  caso  de  la  maduración  medular,  está  ampliamente 
documentado  el  papel  jugado  por  moléculas  de  la  familia  TNF  y  sus  receptores. 
Particularmente  importante  es  la  vía  de  señalización  RANK/RANKL  que  inicia  la 
formación y maduración de TECs medulares, dos procesos que como estamos viendo 
están  profundamente  alterados  en  los  mutantes  deficientes  en  EphB.  En  el  timo 
Figura  194. Análisis  morfométrico  de  la  longitud  de  los  procesos  celulares  epiteliales  observados  en  RTOCs 
tratados  con  anticuerpos  anti‐EphB,  así  como  en  RTOCs  establecidos  con  células  deficientes  en  EphB.  (A) 
Identificación de los procesos celulares desde la periferia del núcleo hasta los extremos de los procesos (flechas).  














Nuestros  resultados  han  mostrado  en  conjunto  un  retraso  en  la  aparición  de 
subpoblaciones  epiteliales  medulares  maduras  definidas  por  la  expresión  de 
marcadores como UEA1, CD80 y AIRE, así como una acumulación de los progenitores 











DETC  (Roberts  y  cols.,  2012) 
a  15.5F  en  el  timo WT  (Fig. 
195). Como se muestra en la 
Figura 196,  la proporción de 
células  CD45RB+Vγ5+  en  los 
timos WT era muy baja a 15.5F (2.71% del total celular tímico). Cuando analizábamos 
la  proporción  de  las  células  CD45RB+Vγ5+  en  los  timos  deficientes  en  EphB 
observábamos  como  todos ellos  tenían valores más bajos  con  respecto a  los  valores 
WT, pero de manera significativa únicamente en los timos EphB2LacZ y   EphB3‐/‐ (Fig. 
196).  Por  otro  lado,  al  comparar  entre  mutantes  los  timos  EphB2‐/‐  tenían  valores 
significativamente mayores que los EphB2LacZ y EphB3‐/‐ (Fig. 196). 
Figura  195.  Identificación  de  la 
población  celular  CD45RB+Vγ5+ 
en timos WT 15.5F. A partir de la 
población  tímica  total  se 
identificó  la  población 
CD45RB+Vγ5+  en  base  a  la 
expresión  de  los  marcadores 
CD45RB  y  Vγ5.  El  dot  plot  es  un 
















Continuando  con  la  argumentación  explicada  en  el  apartado  anterior,  estudiamos  la 
expresión  de  RANKL  en  las  células  Vγ5+,  implicadas  en  la  maduración  del  epitelio 
medular a través del par RANK‐RANKL. Nos planteamos si alteraciones en esta ruta de 
señalización podría contribuir al retraso de la maduración del epitelio medular de los 
timos  deficientes  en  EphB.  Naturalmente,  tales  defectos  podrían  deberse  a  varias 
causas, no excluyentes entre sí: baja expresión de RANKL en los timocitos o de RANK 
en  las  TECs,  o  a  los  ya  mencionados  defectos  en  las  interacciones  timocitos‐TECs 





de  la población Vγ5+   en  los  timos WT observamos que aproximadamente el 20% de 




EphB2LacZ.  Al  comparar  los  valores  mutantes,  los  timos  EphB2‐/‐  mostraban  un 
porcentaje  significativamente menor  de  células  RANKL+  dentro  de  la  población  Vγ5+ 
que los EphB2LacZ y que los EphB3‐/‐ (Fig. 197).  
Figura  196.  Proporción  de  células  CD45RB+Vγ5+  a 
15.5F  en  timos  WT  y  deficientes  en  EphB.    La 
proporción  de  células  CD45RB+Vγ5+  es  menor  en 
todos  los  timos  mutantes,  pero  significativamente 
únicamente  en  los  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐.  Al 
comparar  entre  mutantes,  los  timos  EphB2‐/‐ 
presentan  valores  significativamente  mayores  que 
los EphB2LacZ y EphB3‐/‐. Los datos corresponden a 
la media  (±SD)  de,  al menos,  5  fetos  analizados.  La 











menor de  células CD45RB+Vγ5+  respecto  a  los WT, presentaban más  células RANKL+; 
mientras  que  en  los  timos  EphB2‐/‐  la  situación  era  la  contraria,  el  porcentaje  de 
células CD45RB+Vγ5+ era ligeramente menor que el de los WT pero claramente tenían 





Figura  197.  Porcentaje  de  células  RANKL+  dentro  de  la 
población  de  timocitos  CD45RB+Vγ5+  en  timos  WT  y 
deficientes  en  EphB  a  15.5F.  La  gráfica  muestra  el 
porcentaje  de  células  RANKL+  por  citometría  de  flujo 
tanto  en  timos  WT  como  mutantes  dentro  de  la 
población  CD45RB+Vγ5+  (Vγ5+).  Los  timos  EphB2‐/‐ 
presentan  valores  significativamente  menores  que  los 
WT, y que el  resto de mutantes; mientras que  los  timos 
EphB3‐/‐  presentan  valores  significativamente  mayores 
que  los WT.   No se observan diferencias entre  los  timos 
WT  y  EphB2LacZ.  Los  datos  corresponden  a  la  media 
(±SD)  de,  al menos,  5  fetos    analizados.  La  significación 


























Figura  198.  Porcentaje  de  células  Vγ5+RANKL+  en  la 
población  tímica  total en  timos WT y deficientes en 
EphB  a  15.5F.  La  gráfica muestra  el  porcentaje  total 
de  células  CD45RB+Vγ5+RANKL+  (Vγ5+RANKL+)  en 
timos WT como mutantes. Todos  los  timos mutantes 
presentan valores significativamente menores que los 
WT.  No  se  observan  diferencias  significativas  entre 
mutantes.  Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD) 
de,  al  menos,  5  fetos    analizados.  La  significación 
estadística  de  los  valores  obtenidos  se  indica  como: 


























A  continuación,  determinamos  los  niveles  de  expresión  de  RANK  mediante  PCR 
cuantitativa (qPCR) en TECs totales de 15.5F aisladas mediante sorting en los timos WT 
y mutantes. Tal y  como se muestra en  la Figura 199,  las  células EphB2‐/‐ mostraban 









epitelio  medular,  estudiando,  en  primer  lugar,  la  capacidad  de  maduración  de  las 
mTEC en presencia/ausencia de timocitos. Para ello, cultivamos in vitro durante 6 días 
lóbulos  tímicos  de  14.5F,  tanto WT  como mutantes,  en  ausencia  o  presencia  de  2’‐
dGuo y transcurrido este tiempo analizamos la proporción de TECs medulares maduras 
definidas  como  células  CD40hiCD80+  o  células  MHCIIhiUEA1hi  en  cada  uno  de  los 
cultivos.  
Figura 199. Expresión de RANK mediante PCR cuantitativa (qPCR) en TECs 
de  15.5F  en  timos  deficientes  en  EphB  respecto  a  timos WT.  La  gráfica 
muestra  el  nivel  de  expresión  relativa  de  RANK  (2‐ΔΔCt)  en  TECs  totales 
mutantes, aisladas mediante sorting,  respecto a  la expresión WT (valor 1, 
línea  de  puntos).  Nótese  como  la  expresión  en  las  células  EphB2‐/‐  es 
ligeramente superior, mientras que en los EphB3‐/‐ es inferior, aunque de 
forma  no  significativa  en  ambos  casos  respecto  a  los  valores  control.  Sin 
embargo, cuando se comparan  los mutantes entre sí,  las células EphB2‐/‐ 
muestran valores de expresión significativamente mayores que las EphB3‐
/‐.  Por  el  contrario,  las  TEC  EphB2LacZ  expresan  valores  similares  a  las 
células  WT.  Los  datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de  3  aislamientos 


















Tal  y  como  se muestra  en  los  dot  plots  de  la  Figura  200,  la  presencia  de  timocitos 
(cultivos  sin  2’‐dGuo)  en  los  cultivos  WT  correlacionaba  con  la  aparición  de  la 
población  medular  CD40hiCD80+  (Fig.  200A)  pero  no  en  aquellos  mantenidos  sin 
timocitos (cultivos con 2’‐dGuo) (Fig. 200B). Los resultados fueron similares cuando se 
utilizaron  lóbulos  tímicos mutantes  en  cuanto  a  la  falta  de maduración  epitelial.  Sin 
embargo, en aquellos que contenían timocitos, todos los lóbulos mutantes mostraron 
una  reducción  significativa  en  la  proporción  de  células  CD40hiCD80+  respecto  a  los 
valores de los lóbulos WT (Fig. 200C), reproduciendo la condición ya observada in vivo 
en los timos deficientes en EphB durante el desarrollo fetal y postnatal (Fig. 103A). Por 
el  contrario,  no  había  diferencias  entre  WT  y  mutantes  en  aquellos  cultivos 
establecidos en ausencia de timocitos (Fig. 200D).  
 
Resultados  similares  se  obtuvieron  analizando  la  población  epitelial  medular 
MHCIIhiUEA1hi  WT.  En  presencia  de  timocitos,  se  identificó  la  población  (Fig.  201A) 
pero no en aquellos cultivos que no contenían timocitos (Fig. 201B). Una vez más, los 
lóbulos  mutantes  mostraban  porcentajes  significativamente  más  bajos  de  células 
MHCIIhiUEA1hi  en  los  cultivos  que  contenían  timocitos  (Fig.  201C),  reproduciendo  el 
Figura 200. Análisis de  la  subpoblación de TECs 
medulares  CD40hiCD80+  en  FTOCs  WT  y 
mutantes cultivados en ausencia o presencia de 
2’‐dGuo  durante  6  días. Dentro  de  la  población 
epitelial  total  EpCAM+CD45‐  en  FTOCs  WT  de 
14.5F  cultivados  6  días  en    ausencia  de  2’‐dGuo 
(A)  y  6  días  en  presencia  de  la  misma  (B)  se 
identificó  la  subpoblación  epitelial  CD40hiCD80+. 
Los dot plots   son representativos de los cultivos 
analizados. (C) Los FTOCs mutantes muestran un 
porcentaje  significativamente  menor  de  TECs 
medulares  maduras  CD40hiCD80+  que  los  FTOCs 
WT a los 6 días de cultivos sin 2’‐dGuo, mientras 
que  en  presencia  de  la  misma,  la  subpoblación 
epitelial  estudiada  desaparecía  en  todos  ellos. 
Los  datos  corresponden  a  la media  (±SD)  de,  al 
menos,  3  experimentos.  La  significación 













si  las diferencias observadas en  las TECs mutantes podían deberse a problemas en  la 
señalización  de  RANK  en  las  TECs,  por  una  incorrecta  interacción  con  los  timocitos, 
lóbulos  tímicos  WT  y  mutantes  de  14.5F  alinfoides,  tras  tratamiento  con  2’‐dGuo 
durante 6 días,  fueron estimulados 4 días más con un anticuerpo agonista anti‐RANK 
que activa el receptor, supliendo así la falta de señalización mediada a través de RANKL 






Figura  201.  Análisis  de  la  subpoblación  de 
células  MHCIIhiUEA1hi  en  FTOCs  WT  y 
mutantes  cultivados  en  ausencia  o  presencia 
de  2’‐dGuo  durante  6  días.  Dentro  de  la 
población  epitelial  total  EpCAM+CD45‐  en 
FTOCs  WT  de  14.5F  cultivados  6  días  en  
ausencia de 2’‐dGuo  (A)  y 6 días en presencia 
de  la  misma  (B)  se  identificó  la  subpoblación 
epitelial  MHCIIhiUEA1hi.  Los  dot  plots    son 
representativos  de  los  cultivos  analizados.  (C) 
Los  FTOCs  mutantes  muestran  un  porcentaje 
significativamente  menor  de  células 
MHCIIhiUEA1hi que los FTOCs WT a los 6 días de 
cultivos sin 2’‐dGuo, mientras que en presencia 
de  la  misma  (D),  la  subpoblación  epitelial 
estudiada  disminuía,  hasta  casi  desaparecer, 
tanto  en  lóbulos  mutantes  como  en  WT.  Los 
datos  corresponden  a  la  media  (±SD)  de,  al 
menos,  3  experimentos.  La  significación 







las  TECs medulares.  En  cultivos de  lóbulos  alinfoides mutantes  los  resultados  fueron 
similares  (Fig.  202C, D),  y  aún más,  no había diferencias  en  la proporción de  células 
CD40hiCD80+  con  respecto  a  los  WT  (Fig.  202D),  ya  que  los  mutantes  recuperaban 
aparentemente el fenotipo WT.  
 
Cuando  analizamos  la  aparición de  la  población MHCIIhiUEA1hi  en  los  timos WT  (Fig. 
203), de nuevo, la estimulación con anti‐RANK inducía un incremento de la misma (Fig. 
203B), con respecto a aquellos cultivados con el control de isotipo (Fig. 203A). Una vez 
más,  en el  caso de  los  lóbulos mutantes  tratados  con  el  control  de  isotipo no había 
diferencias  (Fig.  203C)  y  tampoco  en  aquellos  estimulados  con  el  agonista, 
recuperando en este último caso, de nuevo,  los valores WT  (Fig. 203D). Al comparar 
entre mutantes  no  se  observaron  diferencias  entre  los  FTOC  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ, 
pero  sí  en  aquellos  entre  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  donde  estos  últimos  mostraban  una 
proporción significativamente menor. 
Figura  202.  Análisis  de  la  subpoblación  de 
células  CD40hiCD80+  en  FTOCs  alinfoides WT y 
mutantes  estimulados  con  el  anticuerpo  anti‐
RANK.  Proporción  de  células  CD40hiCD80+ 
dentro  de  la  población  epitelial  total 
EpCAM+CD45‐  en  FTOCs WT alinfoides  tratados 
durante  4  días  con  el  control  de  isotipo  (A)  o 
con un anticuerpo anti‐RANK  (B).  Los dot plots  
son  representativos  de  los  cultivos  analizados. 
(C)  Los  FTOCs  alinfoides  WT  y  mutantes 
tratados con el control de isotipo no recuperan 
la  subpoblación  CD40hiCD80+,  mientras  que 
aquellos  estimulados  con  anti‐RANK  (D)  sí  lo 
hacen, pero sin observar diferencias entre WT y 






Estos  resultados  sugieren,  por  tanto,  que  en  los  timos  mutantes  la  falta  de 
interacciones  entre  Eph  y  ephrinas‐B  afectan  las  interacciones  timocitos‐TECs,  e 




Figura  203.  Análisis  de  la  subpoblación  de 
células  MHCIIhiUEA1hi  en  FTOCs  WT  y 
mutantes  alinfoides  estimulados  con  anti‐
RANK.  Proporción  de  células  MHCIIhiUEA1hi 
dentro  de  la  población  epitelial  total 
EpCAM+CD45‐  en  FTOCs  WT  alinfoides 
tratados  durante  4  días  con  el  control  de 
isotipo (A) o con el anticuerpo anti‐RANK (B). 
Los  dot  plots    son  representativos  de  los 
cultivos  analizados.  (C)  Los  FTOCs  alinfoides 
WT  y  mutantes  tratados  con  el  control  de 
isotipo  no  recuperan  la  subpoblación 
MHCIIhiUEA1hi,  mientras  que  aquellos 
estimulados con anti‐RANK (D) sí lo hacen, sin 
observarse diferencias entre WT y mutantes y 
entre  estos  últimos  en  el  caso  de  los  FTOCs 
EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐.  Los datos corresponden 
a  la  media  (±SD)  de,  al  menos,  3 
experimentos.  La  significación  estadística  de 
los  valores  obtenidos  se  indica  como: 

































Numerosos  estudios,  realizados  por  nosotros  y  otros  autores  (Garcia‐Ceca  y  cols., 
2015), sobre Eph/ephrinas y timo han puesto reiteradamente de manifiesto que estas 
moléculas  juegan  un  importante  papel  en  la  biología  del  órgano,  alterándose  en  su 




del  epitelio  tímico  estaba  profundamente  alterado  en  ratones  deficientes  en  EphB2 
y/o EphB3 (Garcia‐Ceca y cols., 2009a), aunque las poblaciones de timocitos definidas 
por  la  expresión  de  los  marcadores  CD4/CD8  lo  estaban  en  mucha  menor  medida 
(Alfaro y cols., 2008). 
En  el  presente  trabajo  hemos  profundizado  en  la  caracterización  de  los  cambios 
sufridos  durante  el  desarrollo  por  el  epitelio  tímico  de  ratones  deficientes  en  estas 
EphB.  Nuestros  resultados  confirman,  utilizando  distintas  aproximaciones 




En  general,  nuestro  estudio  confirma  una  mayor  severidad  del  fenotipo  tímico  en 
ausencia  de  EphB2  que  de  EphB3;  cierta  recuperación  del  fenotipo  EphB2‐/‐  en 
presencia  de  señal  reverse  en  los  ratones  EphB2LacZ,  aunque  no  en  todos  los 
parámetros  estudiados  y  la  especificidad  de  los  genotipos  EphB2  y  EphB3,  que 
confirma  la  idea  ya  expuesta  por  nosotros  en  varias  ocasiones  (Alfaro  y  cols.,  2011; 
Garcia‐Ceca y cols., 2015) de que distintas combinaciones de señales entre  los pares 
celulares que las establecen determinan fenotipos distintos y específicos. 
Todos  los  timos  deficientes  en  EphB  cursan  con  bajo  contenido  celular  que  afecta 
tanto  a  timocitos  como  a  TEC,  y  con  retraso  de  la  maduración  de  las  poblaciones 
epiteliales  y  linfoides,  y  aunque  los patrones de desarrollo  son  similares a  los de  los 





La  implicación  de  Foxn1  en  los  fenotipos  mutantes  observados  podría  ser 
distinta durante el periodo fetal y en el timo adulto 
Un primer elemento considerado clave para el desarrollo y diferenciación del epitelio 
tímico  es  Foxn1,  un  factor  de  transcripción  considerado  “máster”  en  esos  procesos, 
aunque  no  está  implicado  en  la  determinación  del  esbozo  tímico  en  la mencionada 
tercera bolsa faríngea (Vaidya y cols., 2016). A 11.5F Foxn1 induce la diferenciación del 
epitelio  tímico  en  la  parte  distal  del  primordio  común  derivado  de  la  tercera  bolsa 
faríngea,  de manera  que  en  su  ausencia  se  genera  un  timo  quístico  que  bloquea  la 
llegada de progenitores linfoides y su diferenciación (Nehls y cols., 1996). 
Hay  realmente  muy  pocos  datos  que  relacionen  las  primeras  etapas  del  desarrollo 
tímico y  las Eph, así como Foxn1 y estas moléculas. El desarrollo  inicial del primordio 
tímico  de  11.5F  es  normal  o,  más  precisamente,  con  los  marcadores  utilizados  no 
somos  capaces  de  observar  diferencias  entre  timos  WT  y  mutantes,  algo  que  ya 
habíamos  apuntado  con  antelación  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a).  También,  habíamos 
indicado que  la falta de EphB2 no afecta el patrón general de branching que  inicia el 
primordio  tímico,  pero  altera  el  desarrollo  de  sus  ramas  epiteliales  que  aparecen 
colapsadas (Munoz y cols., 2009). Más recientemente, implicamos a la ephrina‐B2 en el 
crecimiento  longitudinal  de  tales  ramas  (Cejalvo,  2011)  y  Foster  y  colaboradores 
(Foster y cols., 2010) demostraron que la expresión de esta ephrina en el mesénquima 
de  la  cresta  neural  es  necesaria  para  la migración  del  primordio  tímico  de  la  parte 
anterior  a  la  cavidad  torácica.  No  obstante,  en  los  mutantes  aquí  estudiados 




expresión  de  Foxn1.  Otra  posibilidad  es  que  morfógenos  conocidos  por  regular  la 
expresión  de  Foxn1  en  el  timo  (Vaidya  y  cols.,  2016)  y  de  otros  factores  de 
transcripción  de  la  familia  Fox  en  otros  tejidos  podrían  afectar  también  directa  o 
indirectamente a EphB2 y EphB3. En cualquier caso, ambas vías, Foxn1 y EphB, parecen 
ser targets de morfógenos (BMP2/4, Wnt) implicados en el establecimiento del esbozo 








catenina  en  TECs  cambia  el  comportamiento  del  epitelio  tímico  asemejándolo 
parcialmente  al  de  los  timos  deficientes  en  EphB  con  caída  del  número  de  TECs  en 
ciclo,  bajos  niveles  de  CCL25  o  de  la  expresión  de  IL7  (Zuklys  y  cols.,  2009).  Más 
importante  es  que  la  falta  de  Kremen  1,  que  regula  la misma  vía  canónica  de Wnt, 
resulta en profundas alteraciones del epitelio tímico muy parecidas a  las descritas en 
los timos deficientes en EphB (Osada y cols., 2006). Similares alteraciones ocurren en 
ratones  que  expresan  niveles  bajos  de  Foxn1  (Nowell  y  cols.,  2011),  sugiriendo  que, 
como  decíamos,  hay  cierta  correlación  entre  los  papeles  jugados  en  el  desarrollo 
epitelial tímico entre Wnt, Foxn1 y EphB. 
Si  vamos  a  los  resultados  obtenidos  observamos  distinto  comportamiento  de  la 
expresión  de  Foxn1  en  timos  fetales  y  adultos,  algo  ya  indicado  por  otros  autores 
(O'Neill y cols., 2016). Aunque somos incapaces de explicar su significado con los datos 
que tenemos, queremos llamar la atención sobre un par de cosas. Aparentemente, la 
ausencia  de  EphB2  o  EphB3  no  cursa  en  el  timo  embrionario  con  cambios  en  la 
expresión  de  Foxn1,  lo  que  sugiere  que  esta  molécula  no  sería  responsable  de  los 
cambios  observados  en  la  diferenciación  epitelial  y  linfoide  tanto  en  los  timos 
mutantes de 12.5F como de 15.5F. Quizás, como antes señalábamos, alguna otra de las 
moléculas  que  afectan  las  EphB  podría  ser  responsable  de  tales  cambios.  Por  el 
contrario,  las  TECs  aisladas  de  timos  postnatales  mutantes  mostraban  menor 
expresión  de  Foxn1  con  diferencias  estadísticamente  significativas  en  el  caso  de 
EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ.  Es  importante  resaltar  que  de  acuerdo  a  otros  resultados  de 
nuestro  trabajo,  que  serán  discutidos  después,  la  falta  de  EphB2  afecta  más  al 
desarrollo  del  epitelio medular  que  la  de  EphB3.  En  este  caso,  a  este  fenotipo más 
severo podría contribuir la menor expresión de Foxn1, dado que sus efectos son muy 
dependientes de dosis (Nowell y cols., 2011) y en el timo adulto una caída al 30% de los 






las  más  maduras MHCIIhiUEA1hi  (Chen  y  cols.,  2009)  que,  como  luego  discutiremos, 





descrita  por  nosotros  con  anterioridad  en  ratones  de  15.5F  deficientes  en  EphB2  o 
EphB3,  pero  no  había  sido  estudiado  en  ratones  EphB2LacZ  y  se  centraba 
principalmente en las subpoblaciones de timocitos (Alfaro y cols., 2008). Los actuales 
resultados indican que el patrón de evolución de la celularidad tímica total es similar 
en  timos  WT  y  mutantes,  con  un  aumento  particularmente  importante  a  partir  de 
14.5F; no obstante, los valores son significativamente más bajos en los timos mutantes 
desde  13.5F  en  adelante,  pero  no  a  12.5F,  haciéndose  mayores  a  medida  que  se 
acercan  al  nacimiento.  No  hay,  sin  embargo,  diferencias  significativas  entre  los  tres 
mutantes  estudiados,  aunque  cuando  se  analizan  los  valores  en  los  distintos 
compartimentos  tímicos:  células  linfoides  CD45+  (EpCAM‐CD45+),  células  epiteliales 
(EpCAM+CD45‐) y células mesenquimales (EpCAM‐CD45‐), aparecían algunas. Esta falta 
de  diferencias  en  la  celularidad  de  los  timos  de  12.5F  WT  y  mutantes  obedece 





la  población  linfoide,  en  términos  absolutos.  Como  antes  describíamos  para  la 
celularidad  total,  el patrón de evolución de  las poblaciones  linfoide CD45+ y epitelial 
EpCAM+CD45‐  era  similar  entre  WT  y  timos  mutantes,  pero  siempre  con  valores 
significativamente menores en el  caso de estos últimos, particularmente,  a partir de 
14.5F en el caso del compartimento epitelial, algo vinculado a  la mayor contribución 














EpCAM+CD45‐,  como  habíamos  observado  en  la  población  CD45‐  total,  disminuyen 
porcentualmente durante el desarrollo  tanto de  los  timos WT como de  los mutantes 
pero,  en  esta  ocasión,  con  diferencias  entre  los  propios  mutantes:  los  EphB2‐/‐ 
mostraban  porcentajes  significativamente  más  altos  que  los  controles  en  todos  los 
estadios  salvo  a  17.5F;  las  diferencias  de  los  timos  EphB2LacZ  y  EphB3‐/‐  eran 
significativamente  menores  respecto  de  los  valores  WT.  En  términos  absolutos,  de 
nuevo, había diferencias entre el número de TECs de timos mutantes y WT; y entre los 
primeros cuando se comparaban entre sí. El número de TECs aumentaba en todos los 
casos  pero  con  valores  significativamente  menores  en  los  timos  mutantes,  que 
mostraban  los  números  más  bajos  en  el  caso  de  EphB3‐/‐  y  EphB2LacZ,  porque  el 
retraso en el desarrollo de las células EphB2‐/‐ acumulaba un mayor número de ellas. 
Estos  resultados  apoyaban,  por  tanto,  que  la  ausencia  de  EphB2  provocaba  una 
condición más severa en la hipocelularidad tímica. El análisis de la evolución del ratio 
EpCAM‐CD45+/  EpCAM+CD45‐  en  timos  WT  y  mutantes  confirmó  también  estos 
resultados.  En  general,  los  ratios mutantes,  particularmente  en  el  caso  de  los  timos 
EphB2‐/‐,   son más bajos que  los WT reflejando que, aunque los  timos WT tienen en 
cada  estadio  estudiado más  células  linfoides,  los mutantes  tienen más  TECs,  salvo  a 
12.5F, en el que el número de TECs es similar en timos WT y todos los mutantes. 
Como  acontecía  con  la  población  epitelial,  el  porcentaje  de  células  mesénquimales 
EpCAM‐CD45‐ disminuye a  lo  largo del desarrollo con una brusca caída entre 13.5F y 
14.5F  tanto  en  timos  WT  como  mutantes.  La  evolución  en  términos  absolutos  era 
exactamente  la  contraria,  con  una  etapa  de  crecimiento  gradual  hasta  15.5F  y  un 
aumento enorme a continuación. Esta reducción se había observado previamente en la 





se produce  la  invaginación del mesénquima dentro del parénquima tímico  (Suniara y 
cols., 2000), su posterior diferenciación en células perivasculares y el establecimiento 
de la red vascular madura entre 15.5F y 17.5F (Foster y cols., 2008). 
Los  valores mutantes  eran  ligeramente menores  respecto  a  los WT  hasta  15.5F,  en 





Todos estos datos  coinciden  con  resultados previos donde estudiamos  la  celularidad 
tímica a partir de 15.5F (Alfaro y cols., 2008), y otros en los que se pone de manifiesto 
como  la  ausencia  de  distintas  Eph  o  ephrinas  cursa  con  una  fuerte  caída  de  la 
celularidad que, en muchos casos, está asociada con un aumento de la apoptosis y/o 
con un descenso del porcentaje de células en ciclo, aunque esta condición es menos 








de  las  EphB  que  estudiamos  en  el  presente  trabajo.  Por  otra  parte,  la  deleción 
específica  de  Rac‐1,  una  GTPasa  implicada  en  la  señalización  de  las  Eph,  en  células 
epiteliales K14+ o K5+  también cursa con  fallo en  la organogénesis  tímica  (Hunziker y 
cols., 2011). In vitro, FTOCs de ratas cultivados con proteínas de fusión solubles EphA1‐
Fc,  EphA2‐Fc,  EphA3‐Fc  o  con  ephrina‐A1Fc muestran  celularidad  reducida  (Munoz  y 
cols., 2002), igual que lóbulos tímicos de ratón cultivados con EphB2‐Fc o ephrina‐B1Fc 
(Yu y cols., 2006; Alfaro y cols., 2007). 
Otros  autores,  sin  embargo,  han  descrito  números  normales  de  células  tímicas  en 




2002;  Luo  y  cols.,  2004).  Curiosamente,  EphB6  se  expresa  fuertemente  en  timo  y 




maduración  de  timocitos  DN2/DN3  y  alteraciones  histológicas  en  corteza  y  médula 
(Coles  y  cols.,  2004).  Otros  autores  apuntan  que  ephrina‐B1,  ligando  de  EphB2,  es 
crítica  para el  desarrollo  T  (Yu  y  cols.,  2004).  Es  importante  señalar,  en  relación  con 
esta  disparidad  de  resultados,  que  los  fenotipos  generados  por  la  ausencia  de 
Eph/ephrinas  son  muy  variables  y  en  su  severidad  juega  un  importante  papel  el 




Para  analizar  en  profundidad  los  orígenes  de  este  bajo  contenido  celular 
consideraremos  en  principio,  por  separado,  como  contribuyen  a  él  la  capacidad  de 
diferenciación, la supervivencia/muerte celular y la proliferación tanto de los timocitos 
como de las TECs. Hay que señalar a este respecto que la activación de Eph/ephrinas 
directamente  o  vía  crosstalk  con  otros  receptores  superficiales  (Murai  y  Pasquale, 





lo que  la producción de  timocitos necesita  la  colonización del  timo por progenitores 
generados en otros órganos, concretamente en el hígado fetal y la médula ósea adulta 







A  este  respecto,  nuestros  resultados  demuestran  que  el  porcentaje  de  progenitores 
linfoides  del  timo  fetal  de  12.5F,  identificados  por  la  expresión  del  receptor  de 
membrana PIRA/B (Masuda y cols., 2005; Desanti y cols., 2011), era significativamente 
menor  en  los  primordios  tímicos mutantes  que  en  los WT,  sin  diferencias  entre  los 
distintos  mutantes,  de  manera  que  estos  cambios  y  los  que  pudiera  haber  en  su 
descendencia más temprana, podrían estar contribuyendo a la hipocelularidad linfoide 
observada en  los  timos mutantes. Previamente, habíamos demostrado que  los  timos 
adultos  de  ratones  deficientes  en  EphB2  o  EphB3  y,  en menor medida,  aquellos  de 
ratones  EphB2LacZ  contenían  porcentajes  más  bajos  de  progenitores  tímicos 
tempranos (ETP: Lin‐c‐kithiCD44+CD25‐) (Alfaro y cols., 2015). 
Este menor porcentaje de progenitores linfoides intratímicos podría ser consecuencia 





y  Bhandoola,  2014).  Nuestros  resultados  actuales  proporcionan  algunas 
contestaciones  a  estas  preguntas,  confirmando  resultados  previos  donde 






por  tanto, que el bajo número de progenitores  linfoides observados en  los  timos de 
12.5F  de  ratones  mutantes  no  se  debe  a  un  menor  número  de  progenitores  en  el 
hígado  fetal  desde  donde  colonizan  el  timo.  Aunque  no  hay,  hasta  nuestro 
conocimiento,  estudios  similares  a  los  aquí  presentados  sobre  los  progenitores 
linfoides  del  hígado  fetal,  nosotros  y  otros  autores  hemos  demostrado  que  los 
progenitores  hematopoyéticos  de  médula  ósea  expresan  Eph/ephrinas  y  en  su 
ausencia hay cambios en su número y/o en sus capacidades de movilización  (Inada y 






que  ratones  deficientes  en  EphB2,  pero  no  en  EphB3,  mostraban  una  reducción 
significativa del porcentaje de progenitores hematopoyéticos en médula ósea adulta: 
HSC  (Lin‐Sca‐1+c‐kit+Flt3‐IL7Rα‐),  MPP  (Lin‐Sca‐1+c‐kit+Flt3+IL7Rα+),  ELP  (Lin‐Sca‐1+c‐
kit+Flt3+IL7Rα+) y CLP (Lin‐Sca‐1loc‐kitloFlt3+IL7Rα+). Por su parte, los ratones EphB2LacZ 
sólo  mostraban  valores  inferiores  a  los  WT  en  el  caso  de  los  progenitores  más 
primitivos,  HSC  y MPP  (Alfaro  y  cols.,  2015).  En  ninguna  circunstancia,  sin  embargo, 








el  presente  trabajo  no  se  han  realizado  experimentos  para  comprobar  la  naturaleza 
exacta  de  dichos  defectos  en  la  colonización,  estudios  previos,  in  vivo  e  in  vitro, 
demostraron  que  tanto  lóbulos  fetales  tímicos  como  ratones  adultos  que  recibían 
progenitores  linfoides  Lin‐  de  médula  ósea  mostraban  defectos  en  la  colonización 
tímica en ausencia de EphB2 o EphB3 (Stimamiglio y cols., 2010; Alfaro y cols., 2015). 
En  el  caso  de  los  timos  adultos,  progenitores  mutantes  mostraban  una  capacidad 
menor para  colonizar  los  timos WT especialmente  cuando  las  células mutantes  eran 
inyectadas  en  condiciones  competitivas  con  progenitores  WT.  La  severidad  de  la 
reducción  era mayor  utilizando progenitores  EphB2‐/‐,  pero  ocurría  también  con  los 
otros mutantes,  indicando  que  la  señal  forward  transmitida  por  EphB2,  y  en menor 
medida por EphB3, juegan un importante papel en el proceso. En este caso, aunque la 
señal  reverse  inducida por EphB2 mejoraba  la colonización de  los  ratones EphB2LacZ 
no  rescataba  el  fenotipo WT  (Alfaro  y  cols.,  2015),  a  diferencia  de  lo  que  habíamos 
observado en ensayos in vitro de reconstitución de lóbulos tímicos fetales donde dicha 
señal trasmitida por las ephrinas‐B expresadas en el estroma de los lóbulos recuperaba 




colonización  fetal  y  adulta  del  timo  no  son  del  todo  iguales  como  habían  apuntado 
otros autores (Jenkinson y cols., 2007a). Estos estudios, tanto con lóbulos fetales como 
adultos,  también  demostraban  defectos  en  la  colonización  de  precursores  WT  de 
lóbulos  tímicos mutantes enfatizando  la  importancia del microambiente  tímico en el 
proceso,  algo  que  también  sugieren  los  resultados  aquí  presentados.  No  hay  que 
olvidar  que  no  encontramos  diferencias  en  el  número  de  progenitores  capaces  de 
migrar  desde  el  hígado  fetal  al  timo  en  los  ratones mutantes  y,  por  el  contrario,  la 
organización histológica de  los timos mutantes está profundamente alterada  (Garcia‐





en  la  producción de CCL21  y  CCL25,  conocidas  por  su  implicación  en  la  colonización 
tímica,  mientras  en  el  caso  de  CXCL12  no  había  diferencias  significativas  a  12.5F 
respecto de los valores controles, pero sí una reducción a 13.5F.  
CCL21  y  CCL25  son  consideradas  quimiocinas  fundamentales  para  la migración de  la 






particularmente  severa  en  respuesta  a  CCL25  (Stimamiglio  y  cols.,  2010).  Por  el 
contrario,  el  papel  de  CXCL12  en  estos  procesos  es  más  controvertido  (Ara  y  cols., 









Por  otro  lado,  la  participación  de  Eph/ephrinas  en  fenómenos  de  migración  con  el 
concurso  de  quimiocinas  y  sus  receptores  y  de  moléculas  de  adhesión  es 
sobradamente conocido (Sharfe y cols., 2002; Aasheim y cols., 2005; Kitamura y cols., 
2008;  Pfaff  y  cols.,  2008;  Trinidad  y  cols.,  2010).  En  este  sentido,  recientemente 
demostramos  que  la  menor  migración  de  progenitores  Lin‐  a  timos  EphB2‐/‐ 
correlacionaba  con  una  reducción  en  la  expresión  de  ephrinas‐B1  y  ‐B2  en  los 
endotelios vasculares por donde los progenitores acceden al timo adulto, mientras que 
en  los  timos  EphB3‐/‐  la  caída  sólo  afectaba  a  la  ephrina‐B1  (Alfaro  y  cols.,  2015). 
Previamente, habíamos observado que  la migración  in vitro de progenitores  linfoides 
mutantes  a  través  de  gradientes  de  quimiocinas  o  de  sustratos  recubiertos  de 
fibronectina o laminina estaba significativamente reducida (Stimamiglio y cols., 2010). 
Estos resultados sugieren, consiguientemente, que un cierto defecto en la colonización 
de  los progenitores  linfoides que  llegan al primordio tímico mutante desde el hígado 
fetal debe estar aconteciendo y, por tanto, contribuyendo a la hipocelularidad linfoide 
del timo, como consecuencia de las alteraciones en la organización del microambiente 
tímico  que  cursaban  con  defectos  en  la  producción  de  quimiocinas,  principalmente 
CCL21 y CCL25. 
El descenso de  la proliferación y el aumento de  la apoptosis en los timocitos 
desde sus estadios más  tempranos  también contribuyen a  la hipocelularidad 
tímica de los ratones deficientes en EphB 
¿Era solamente este defecto en la colonización de los progenitores lo que contribuía al 


















los  timos mutantes,  a  partir  de  13.5F  es  significativamente menor  y  los  valores  van 
disminuyendo hasta el punto de que a 17.5F el número de células linfoides en ciclo en 
los timos WT es aproximadamente el doble que el de los timos EphB2LacZ y EphB3‐/‐, 
y  más  de  tres  veces  el  de  los  EphB2‐/‐  (ver  Tabla  3).  Ya  habíamos  demostrado  en 
ratones deficientes en EphB2 y/o EphB3, no se estudió la condición de EphB2LacZ, que 
mostraban  a  15.5F,  17.5F  y  2PN  un  menor  porcentaje  de  timocitos  en  ciclo  que 
pertenecían  a  los  compartimentos  DN  y  DP.  Por  tanto,  nuestros  datos  actuales 
confirman y amplían a estadios más tempranos la menor proliferación de los timocitos 
deficientes  en  EphB.  Por  otro  lado,  aunque  no  analizamos  exactamente  las 
subpoblaciones  implicadas en  la proliferación en estos estadios deben corresponder, 
sin duda, a timocitos DN (ver Tabla 1). 




a  los  timos  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3  adultos,  y  en  aquellos  de  ratones 
deficientes  en  EphA4,  la  disminución  de  células  linfoides  correlacionaba  con  una 
menor  proporción  de  células  en  proliferación  pertenecientes  a  todos  las 
subpoblaciones  de  timocitos  (Munoz  y  cols.,  2006).  In  vitro,  FTOCs  en  los  que  se 
bloquean  las  interacciones  entre  EphA  y  ephrinas‐A mediante  proteínas  solubles  no 
presentaban cambios en las proporciones de células en proliferación, y en ratones con 
ephrina‐B1 y/o ‐B2 eliminados específicamente en timocitos aumentaba el porcentaje 
de  timocitos  en  ciclo  (Cejalvo  y  cols.,  2013),  algo  que  se  ha  interpretado  como  un 





En el caso de  la supervivencia  linfoide en  los timos mutantes,  resultados previos que 
estudiaban estos parámetros  en  ratones deficientes en EphB2  y/o EphB3 mostraban 
un mayor porcentaje de timocitos apoptóticos entre 15.5F y 2PN, fundamentalmente 








consideran  progenitores  distintos  (Masuda  y  cols.,  2005).  En  general,  los  resultados 
publicados  respecto  a  distintas  Eph/ephrinas  indican  que  la  falta  de  señalización  a 
través de tales moléculas cursa con un descenso de la supervivencia celular (Munoz y 
cols.,  2006;  Cejalvo  y  cols.,  2013;  Garcia‐Ceca  y  cols.,  2015).  También  algunos 
resultados  in  vitro,  en  los  que  se  bloqueaba  o  activaba  la  señalización mediada  por 
Eph/ephrinas, demuestran la relación de estas moléculas con la muerte celular (Luo y 
cols., 2001; Munoz y cols., 2002; Freywald y cols., 2003; 2006), aunque en estos casos 
los  efectos  parecen  dependientes  de  la  densidad  de  proteínas  de  fusión  utilizadas 
(Alfaro y cols., 2007). 
Debemos  concluir,  por  tanto,  que  el  menor  número  de  progenitores  linfoides 




estos  primeros  estadios  del  desarrollo  en  los  timos mutantes  era  significativamente 
más  bajo  que  en  los WT,  contribuyendo  en menor medida  a  la  hipocelularidad  del 
órgano, aunque porcentualmente, los timocitos mutantes claramente mueran más.  
Por otro lado, nuestros resultados confirman los previamente descritos en el timo fetal 
de  15.5F de  estos mismos  ratones  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3 en  el  sentido de 
mostrar  un  aumento  de  la  proporción  de  células  DN1  y  un  descenso  en  la  del 





mostraban  en  los  tres  timos  mutantes  un  significativo  retraso  en  la  maduración 
linfoide  lo  que  resultaba  en  la  acumulación  de  los  porcentajes  de  células  DN1  y  la 
disminución  de  la  de  DN2.  A  14.5F  ya  aparecían  las  poblaciones  DN3  y  DN4  y,  era 
posible apreciar que el retraso en la maduración era más severo en los timos EphB2‐/‐ 
que en los EphB3‐/‐ y EphB2LacZ, de manera que en el caso de los primeros los valores 
de  las  dos  subpoblaciones  continúaban  siendo  significativamente más  bajos  que  los 
WT, pero las proporciones de células DN4 eran más altas en EphB2LacZ y EphB3‐/‐ que 
en  timos  WT  y,  por  supuesto,  que  en  EphB2‐/‐,  por  su  retraso  en  pasar  al 
compartimento DP donde sus valores a 15.5F eran significativamente inferiores que en 
los timos WT (Alfaro y cols., 2008). 
Recientemente,  nosotros  y  otros  autores  encontramos  fenotipos  semejantes  en 
ratones  deplecionados  de  ephrina‐B1  y/o  ‐B2  selectivamente  en  timocitos.  Ratones 







ephrinas  cursan  con  efectos  distintos  sobre  la  diferenciación  T.  Mientras  ratones 
deficientes en EphA4 muestran un severo bloqueo de la maduración T con una enorme 
caída de los porcentajes de células DP (Munoz y cols., 2006); otros autores, como ya se 
ha  indicado,  no  encontraban  alteraciones  en  ratones  deficientes  en  EphB6 
(Shimoyama y cols., 2002). Los datos también permiten aventurar que más importante 
que la mera presencia/ausencia de ciertas Eph o ephrinas, lo es el balance de señales 
forward  y  reverse  trasmitidas  por  timocitos  y  estroma  tímico,  como  ya  hemos 
discutido,  y  se  desprende  de  algunos  de  los  presentes  resultados,  que  más  tarde 
comentaremos.  Esta  idea  se  evidenció  claramente  cuando  se  estudia  el  fenotipo 
linfoide  en  timos  quiméricos  creados  con  progenitores  Lin‐  de  médula  ósea 
provenientes  de  ratones  con  distintas  deficiencias  en  EphB  (Alfaro  y  cols.,  2011). 








diferenciación  T  en  el  estadio  DN3.  Esto  nos  permite  especular  con  que  estas 
moléculas podrían estar relacionadas con algunos de los fenómenos que acontecen en 
este estadio y que “empujan” las células DN al siguiente compartimento DP, como son 
la selección TcRβ o  la  respuesta a señales mediadas por Notch y sus  ligandos o a  IL7 
(Hozumi y cols., 2008; Koch y cols., 2008; Shah y Zuniga‐Pflucker, 2014).  
Más  concretamente,  durante  los  primeros  estadios  del  desarrollo,  IL7  y  su  receptor 
parecen  claves,  junto  con  Dll4,  para  la  proliferación  de  las  primeras  poblaciones 
linfoides,  DN1  y DN2  (Hozumi  y  cols.,  2008;  Koch  y  cols.,  2008;  Thompson  y  Zuniga‐
Pflucker,  2011; Hirano y  cols.,  2015).  IL7  aparece a 12.5F  (Alves  y  cols.,  2010),  como 
demuestran también nuestros estudios por qPCR, y entre 13 y 14 días se expresa en la 
mayoría de las TECs del primodio tímico (Ribeiro y cols., 2013), para descender en los 
días  siguientes  (Zamisch y cols., 2005). Aunque nuestros datos  sobre  la expresión de 
IL7  en  epitelio  tímico  eran  más  bajos  en  el  epitelio  mutante  que  en  el  WT,  las 
diferencias no eran significativas. Sin embargo, en un estudio preliminar, no  incluido 
en este trabajo, donde analizamos la expresión de la cadena α del receptor de IL7 por 
qPCR  en  lóbulos  tímicos  completos  de  13.5F  a  15.5F,  que  contenían  tanto  epitelio 
como timocitos, observábamos en todos los estadios y tanto en lóbulos EphB2‐/‐ como 
en  EphB3‐/‐  (no  se  estudiaron  EphB2LacZ)  un  significativo  descenso  del  número  de 
transcritos  IL7Rα  (datos  no mostrados).  Estos  resultados  coinciden  con  los  de  Luo  y 
colaboradores (Luo y cols., 2011b) quienes describieron una menor expresión de esta 
molécula en timocitos con deleción específica de ephrina‐B1 y ‐B2, y permiten suponer 
que  en  nuestros  ratones  deficientes  en  EphB,  una  menor  señalización  de  la  vía 









los  más  primitivos  no  se  desarrollan  sin  una  señalización  constante,  pero  DN3,  sí. 
Además,  Notch  induce  la  reordenación  de  los  genes  de  la  cadena  β  del  TcR  y  de  la 
cadena  subrogada  pTα  (Tanigaki  y  cols.,  2004).  En  el  timo  se  expresan  todos  los 
ligandos  de  Notch,  salvo  Dll3,  pero  aparentemente  sólo  Dll4  está  implicado  en  la 
activación del receptor en el órgano (Schmitt y Zuniga‐Pflucker, 2002; Harman y cols., 
2003; 2004), pues sólo  la  falta de Dll4 condicionada a células TECs bloquea  in vivo el 
desarrollo T (Koch y cols., 2008); la de Jagged1, Jagged2 (Jiang y cols., 1998; Mancini y 
cols., 2005)  o Dll1, no  (Hozumi y  cols., 2004),  aunque  la expresión de este último en 




DP, Dll4  es  responsable  de  la  expansión  del  compartimento  transitorio DN3‐DN4‐DP 
(Hirano y  cols.,  2015).  Por  todas estas  razones, analizamos por qPCR  la expresión de 
Dll4  en  lóbulos  de  12.5F  cuando  ya  había  transcritos,  como  había  sido  previamente 
descrito  (Itoi  y  cols.,  2007),  y  en  TECs  en  estadios  más  avanzados,  encontrando 
descensos significativos de la expresión de la molécula en células EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, 
especialmente a 15.5F, lo que ha de contribuir a la caída observada de la proliferación 
de  las células  linfoides. Además, en  lóbulos  totales el número de  transcritos TcRβ es 
significativamente más  bajo,  desde  13.5F  a  15.5F,  en  aquellos  derivados  de  ratones 
EphB2‐/‐  y  en  los  EphB3‐/‐,  que  en  los WT,  contribuyendo  con  ello  al  retraso  en  la 
maduración de  las poblaciones  linfoides DN3 y siguientes de esos estadios  (datos no 
mostrados). 
En  definitiva,  es  evidente  que  en  los  timos  deficientes  en  EphB  no  se  produce  una 
recuperación  de  la  celularidad  linfoide  como  se  ha  observado  en  otros  ratones  con 









El  retraso  en  la  maduración  epitelial  temprana  correlaciona  con  las 
alteraciones observadas en la diferenciación linfoide 
Las  poblaciones  epiteliales  seguían,  al  igual  que  las  linfoides,  el  mismo  patrón  de 
maduración  en  los  timos  WT  y  en  los  mutantes,  como  antes  indicábamos,  pero 
mostraban un retraso en ella que resultaba en porcentajes más altos en estos últimos, 
particularmente  en  el  caso  de  los  timos  EphB2‐/‐  que,  de  nuevo,  mostraban,  en 
términos generales, un fenotipo más severo que los otros mutantes. 
EphB2 y EphB3 han sido implicadas en el control del desarrollo epitelial (Perez White y 
Getsios,  2014)  y  nuestros  resultados  anteriores  habían  sugerido  que  la  ausencia  de 
estas  moléculas  generaba  un  retraso  en  la  maduración  del  epitelio  tímico,  cuyos 
efectos se iban acumulando a lo largo del desarrollo hasta generar un severo fenotipo 






que  aclarar  que  las  células  MTS20+  no  son  consideradas  actualmente  como 
progenitores  epiteliales  tempranos  pues  las  evidencias  existentes  al  respecto  son 
contradictorias  (Rossi  y  cols.,  2007a)  (ver  luego),  por  lo  que  preferimos  hablar  de 
células  inmaduras,  aunque  son  las  células  epiteliales  predominantes  en  el  primordio 
tímico de 12.5F, como ya habían constatado otros autores (Bennett y cols., 2002). 
Los  primeros  estudios  sobre  la  naturaleza  de  los  progenitores  epiteliales  tímicos 
consideraron  que  estos  correspondían  a  células  que  expresaban  tanto  marcadores 
corticales, K8, como medulares, K5, (Klug y cols., 1998), máxime cuando mutantes con 
bloqueo  de  la  diferenciación  T  temprana  (Klug  y  cols.,  1998)  o  del  desarrollo  del 
epitelio  (Nehls  y  cols.,  1996),  cursaban  con  acumulación de  células  K8+K5+. Nosotros 
también  utilizamos  estos  marcadores  para  analizar  los  cambios  morfológicos  del 
epitelio  durante  la  ontogenia  tímica  en  ratones  mutantes  para  EphB2  y/o  EphB3, 
confirmando  la  temprana  aparición  en  la  zona  central  del  primordio  de  células  que 




progenitor  bipotente  en  el  timo  embrionario  (Gill  y  cols.,  2002;  Bleul  y  cols.,  2006; 
Rossi y cols., 2006; Rodewald, 2008) y adulto (Bleul y cols., 2006) cuya identificación es 
difícil debido a la falta de marcadores específicos. El anticuerpo MTS20 utilizado en el 




se  han  descrito  células  MTS24+  en  la  médula,  pero  su  función  tampoco  es  clara 
(Barthlott  y  cols.,  2006),  y  nosotros  observamos  una  población  K8‐K5‐MTS20+  de 
significado  desconocido  en  timos  de  17.5F  y  adultos  que  aumentaban  en  ratones 
deficientes en EphB (Garcia‐Ceca y cols., 2009a). 
Nuestros  resultados  actuales  confirman  que  la  población  MTS20+  desciende 
gradualmente en el primordio tímico WT hasta 17.5F, en correlación con el aumento 
de  la  proporción  de  células MTS20‐,  lo  que  ya  había  sido  puesto  de manifiesto  por 
otros autores (Bennett y cols., 2002; Gill y cols., 2002; Rossi y cols., 2007a; Depreter y 
cols.,  2008).  En  cuanto  a  los  timos  mutantes,  el  porcentaje  de  células  inmaduras 
MTS20+ es significativamente menor en todos ellos a 12.5F y  luego, aunque como en 
los  timos WT disminuyen gradualmente, el descenso era menor y  los porcentajes de 
las células MTS20+ mutantes eran más altos que  los de  las WT en  todos  los estadios 
siguientes.  Cuando  se  comparaban  los  timos  mutantes  entre  sí  no  se  observaban 
diferencias  en  los  perfiles  de  evolución  de  las  poblaciones  MTS20+  y  MTS20‐  entre 
ratones EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, excepto a 14.5F; y a 15.5F, la acumulación de MTS20+ era 
mayor  en  los  EphB2LacZ  que  en  los  EphB2‐/‐.  En  términos  absolutos  era  patente, 
igualmente,  el  retraso  de  la  maduración  de  las  células  MTS20+,  retraso 
significativamente mayor en los mutantes EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐. Aunque sin realizar un 
estudio cuantitativo como el aquí presentado, ya habíamos señalado que junto con la 
reducción gradual experimentada por  la población MTS20+  tanto en  timos WT como 
mutantes, los timos deficientes en EphB mostraban mayor número de células MTS20+ 
(Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a).  Hay  que  señalar  aquí  que  ratones  con mutaciones  que 
afectan  a  distintas moléculas  pero  que  resultan  en  fenotipos  parecidos  a  los  de  los 








junto  con  la  vía  de  la  β‐catenina/TCF‐4,  a  su  vez,  regulada  por  otra  molécula  de  la 
familia Fox, FoxL1 (Takano‐Maruyama y cols., 2006). 
¿Cuales  son  los  factores  que  determinan  este  comportamiento  de  las  poblaciones 






retrasos  en  la maduración  de  timocitos  DN1,  o  el  menor  número  de  células  PIRA/B+ 
colonizadoras del timo temprano, correlacionan con una menor proporción de células 
MTS20+ a 12.5F y un aumento y, por tanto un retraso, en las mismas desde 13.5F,  lo 
que  refuerza  la  idea  de  que  el  proceso  podría  ser  dependiente  de  las  interacciones 
entre  timocitos  y  TECs,  y  dependientes  de  Eph  y  ephrinas‐B.  Esta  hipótesis  fue 
indirectamente  confirmada  bloqueando  las  interacciones  Eph/ephrinas‐B  con 
proteínas de fusión solubles en  lóbulos tímicos fetales cultivados. A 3 y 5 días tras el 




ausencia  de  timocitos  (sin  o  tratados  con  2’‐dGuo),  obteniendo  resultados  que 
refuerzan la idea de la relevancia de las interacciones timocitos‐TEC en la maduración 
epitelial  pero  también  que,  al  menos,  algunos  de  los  agentes  implicados  en  esas 
interacciones  eran  Eph  y  ephrinas‐B.  Los  lóbulos  alinfoides,  independientemente  de 
que  derivaran  de  timos  WT  o  mutantes,  acumulaban  células  MTS20+,  pero  el 
incremento  era  significativamente  mayor  en  los  timos  mutantes  y  en  aquellos  sin 





utilizado,  FTOCs  tratados  con  2’‐dGuo  mostraban  una  reducción  del  porcentaje  de 
mTECs maduras EpCAM+CD80+ (Rossi y cols., 2007c). 
Independientemente  de  que  se  asuma  en  todos  estos  trabajos  la  relevancia  de  los 
timocitos para  la maduración del epitelio  tímico, hay cierta controversia acerca de si 
tales  efectos  se  inician  desde  el  mismo  momento  de  la  colonización  de  los 
progenitores  linfoides o a partir de un determinado estadio de  la maduración de  los 
mismos.  Mientras  algunos  estudios  asumen  que  la  aparición  de  los  primeros 
progenitores  linfoides  en  el  timo  marca  el  inicio  de  la  diferenciación  de  las  TECs 
(Bennett  y  cols.,  2002; Gill  y  cols.,  2002;  Klug  y  cols.,  2002),  otros  consideran que  el 
crosstalk  timocitos‐TECs  no  se  establece  hasta  15F  cuando  aparecen  los  primeros 
timocitos DN3. Así, ratones transgénicos para la cadena ε del CD3 humano, hCD3εtg26, 
que tienen bloqueada la maduración T en el estadio DN1 no son capaces de inducir la 
maduración  de  cTECs  CD205+CD40‐MHCII‐,  mientras  que  en  timos  Rag1‐/‐,  cuyos 
timocitos  alcanzan  el  estadio  DN3,  tales  cTECs  pueden  progresar  al  estadio maduro 
CD205+CD40+MHCII+  (Shakib  y  cols.,  2009).  También  reagregados  provenientes  de 




porcentaje  de  timocitos  SP,  pero  hay  ratones  con  bloqueo  temprano  T  que  tienen 
tanto  células  K5+K8+  o  CD205+CD40+  (Klug  y  cols.,  2002;  Shakib  y  cols.,  2009)  como 
células  AIRE+  (Roberts  y  cols.,  2009).  Nuestros  resultados,  por  el  contrario,  sugieren 
que  ya  timocitos  DN1‐DN2  podrían  afectar  la  maduración  temprana  de  las  células 
MTS20+, cuando aún no hay células DN3. Más tarde, cuando las subpoblaciones DN1‐




Por  tanto,  estos  son  los  primeros  resultados  que  demuestran  la  importancia  de  las 
interacciones  timocitos‐TECs  mediadas  por  Eph/ephrinas‐B  para  el  desarrollo 
temprano de la población de TECs inmaduras MTS20+. No obstante, y puesto que tanto 






FTOCs WT  alinfoides  que  recibían  proteínas  de  fusión  solubles  EphB2‐Fc  o  ephrina‐
B1Fc para bloquear las interacciones Eph/ephrinas‐B. De nuevo, bajo estas condiciones 
se acumulaban las células MTS20+ en los lóbulos, aunque el bloqueo era menos severo 
que  el  observado  cuando  las  interacciones  interrumpidas  se  establecían  entre 
timocitos  y  TECs.  Similares  resultados  se  habían  obtenido  cuando  se  evaluó  la 
supervivencia/apoptosis de TECs en mutantes deficientes en EphB (Garcia‐Ceca y cols., 
2013) algo de lo que a continuación hablaremos. 





las  modificaciones  en  la  supervivencia  epitelial  de  los  timos  mutantes  también 
contribuye a su hipocelularidad. Nuestros resultados confirman los anteriores (Garcia‐
Ceca  y  cols.,  2009a;  2013),  indicando  que  a  partir  de  13.5F  el  porcentaje  de  TEC 
apoptóticas es más alto en los timos mutantes que en los WT. 
Considerando que  las  células  epiteliales  reciben  señales de muerte/supervivencia de 




cuando  el  porcentaje  de  apoptosis  en  las  TEC  WT  desciende,  en  los  mutantes  los 
valores  son  todavía altos. No obstante,  el número  total de TEC apoptóticas en estos 









rápida  y  eficazmente  eliminadas  del  timo  por macrófagos.  Otras moléculas  que  han 




esa  proteína  (Dooley  y  cols.,  2007)  y,  en  otros  sistemas  celulares,  se  activa  por 
interacción Eph/ephrinas‐B (Park y cols., 2004; Yokote y cols., 2005). 
Aparte  de  nuestros  trabajos  sobre  ratones  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3  antes 
mencionados,  ratones  con  ephrina‐B1  y  ‐B2  eliminadas  específicamente  en  TECs 
muestran  un  elevado  índice  apoptótico  que  correlaciona  con  la  baja  celularidad 
epitelial  observada  en  tales  timos  (Cejalvo  y  cols.,  2013).  Curiosamente,  ratones 
deficientes en distintas moléculas que, como antes indicábamos, muestran un fenotipo 
similar al de los animales deficientes en EphB no sufren cambios en su muerte celular 
(Osada  y  cols.,  2006;  Hauri‐Hohl  y  cols.,  2008;  Zuklys  y  cols.,  2009).  En  general,  el 
bloqueo de  la señalización Eph‐ephrinas cursa, como habíamos  indicado al discutir  la 
apoptosis en  los  timocitos mutantes, con un aumento de  la apoptosis y  la activación 
con  disminución.  RTOCs  establecidos  con  TEC  de  14.5F  y  timocitos  totales  WT 
mantenidos  durante  dos  días  en  presencia  de  proteínas  de  fusión  ephrina‐B1Fc  o 
EphB2‐Fc sufren, con cualquiera de los dos tratamientos, un descenso del número de 
TECs  en  relación  con  un  aumento  de  la  proporción  de  TEC  apoptóticas.  También, 




control  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2013).  En  estos  mismos  experimentos  comprobamos 
como la muerte epitelial es mayor en RTOCs establecidos exclusivamente con TEC que 
en  aquellos  a  los  que  se  añadía  timocitos,  indicando  que  las  interacciones  T‐TEC 






Menor  número  de  TECs  en  ciclo  contribuye  también  a  la  hipocelularidad 
observada en el timo de ratones deficientes en EphB 
Los perfiles de proliferación de las TECs mutantes están íntimamente relacionados con 




homogéneo  ni  respecto  a  su  evolución  a  lo  largo  de  la  ontogenia  ni  cuando  se 
comparaban  los  distintos  mutantes  entre  sí,  especialmente  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐, 
sugiriendo que no  todas  las  TECs mutantes entran en  ciclo al mismo  tiempo,  lo  cual 
refleja  muy  bien  el  retraso  en  su  maduración  observado  a  12.5F,  consecuencia 
presumiblemente  del  menor  número  de  timocitos  en  los  timos  mutantes  muy 
tempranos. Esta relación entre ciclo celular epitelial y timocitos ha sido apuntada por 
otros autores. Así, en  ratas,  la proliferación de  las TECs aumenta  tras  la  colonización 
del primordio por la primera oleada de timocitos (Brelinska y cols., 2001). 
En este trabajo demostrábamos una acumulación de células EpCAM+CD45‐ EphB2‐/‐ a 
12.5F  y  13.5F  que  hacían  sus  valores  tanto  en  porcentaje  (ver  Fig.  17),  como  en 
términos  absolutos  (ver  Fig.  20) más  altos  que  los WT,  y  a  13.5F  en  el  caso  de  los 
EphB2LacZ, pero no en  los EphB3‐/‐, cuyos valores porcentuales eran  iguales que  los 
WT y los números absolutos significativamente menores desde 13.5F en adelante. Este 
retraso  en  la  maduración  celular  de  las  TECs  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  hace  que  un 
porcentaje menor  de  células  entren  en  ciclo  que  en  los  timos WT;  en  los  EphB3‐/‐ 
simplemente el número de TEC es menor. En los siguientes estadios (13.5F a 14.5F) el 
porcentaje  de  las  TECs  totales  mutantes  en  ciclo  aumenta  a  medida  que  las  WT 
comienzan a disminuir  (de 13.5F en adelante). Se  trata, por  tanto, de dos  formas de 
madurar  desfasadas  aproximadamente  24  horas.  Consiguientemente,  tanto  en 
mutantes  como  en  WT,  la  proliferación  de  las  TECs  contribuye  a  determinar  la 
celularidad tímica pero  lo hacen desfasados en el  tiempo:  los  timos WT comienzan a 
proliferar antes, mientras que los mutantes lo hacen después. A 13.5F, aunque las TECs 
EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  se  acumulan  por  encima  de  los  valores  WT  (ver  Fig.  20),  el 







primera  parte  de  este  trabajo  porque,  naturalmente,  los  animales  estudiados  son 





protocolos  muy  distintos  lo  que  ha  generado  resultados  contradictorios 
particularmente en lo que se refiere al porcentaje de células en ciclo existente en cada 
estadio. Al igual que nosotros observamos en el presente estudio, otros autores cifran 
el  pico  proliferativo  de  las  TEC  a  13.5F  (Cook,  2010)  o  14F  (Jenkinson  y  cols.,  2008). 
Nuestros valores son, sin embargo, más bajos que los descritos en estos estudios (Gray 
y  cols.,  2006;  Cook,  2010).  La  razón  de  esta  discrepancia  radica,  probablemente,  en 
diferencias a la hora de establecer el rango de células que están en ciclo. Por otro lado, 







habíamos abordado previamente el  tema en  los  timos deficientes en Eph/ephrinas‐B 
(Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a),  aunque  en  otros  sistemas  se  había  demostrado  que 
EphB2  y  EphB3  regulan  la  entrada  en  ciclo  de  progenitores  epiteliales  intestinales 
(Holmberg y cols., 2006). Concretamente, habíamos estudiado el nivel de proliferación 
de  la  fracción  CD45‐  total  de  timos  de  15.5F  deficientes  en  EphB2  y/o  EphB3  en 
comparación  con  la  existente  en  timos  WT  del  mismo  estadio.  Los  valores  eran 
ligeramente  más  bajos  en  los  dos  timos  mutantes  en  ese  estadio,  mientras  en  el 
presente estudio no hay diferencias  significativas entre WT y mutantes o  los  valores 




respecto  que  las  diferencias  aunque  significativas  son  realmente  pequeñas  y  que  al 
estudiar  un  solo  estadio  no  se  puede  seguir  la  evolución  de  las  proporciones  de  las 
TECs en ciclo, que nos dice, como ya hemos explicado, que mientras las TEC WT totales 
ya  están  dejando  de  ciclar  a  15.5F  con  lo  que  sus  proporciones  bajan,  las  de  los 
mutantes aún están altas, equilibrándose a 17.5F. 
Para  poder  evaluar  esta  presunta  correlación  entre  maduración  epitelial  y  mayor  o 
menor número de TEC en ciclo analizamos éste en las poblaciones epiteliales MTS20+ y 
MTS20‐ puesto que hablar de células EpCAM+CD45‐ no nos permite determinar de qué 
poblaciones estamos hablando y, por  tanto,  si  las TEC que dividen son más o menos 
maduras. 





su  representación porcentual y numérica  se  reducen extraordinariamente en el  timo 
contribuyendo,  por  tanto,  a  la  celularidad  epitelial  del  órgano  a  lo  largo  de  toda  la 
ontogenia tímica. Esta evolución es muy similar a la descrita para la población Plet‐1+, 
reconocida,  como  ya  hemos  indicado,  por  los  anticuerpos  MTS20  y  MTS24  (Cook, 
2010),  salvo  por  las  diferencias  cuantitativas  antes  explicadas.  También  nuestros 
resultados coinciden con  los de esta autora en el  sentido de que  la población Plet‐1‐ 
(MTS20‐) en ciclo alcanza su máximo en los timos WT a 13.5F para luego disminuir. 
Como  interpretábamos  para  las  TECs  totales  EpCAM+CD45‐,  de  nuevo,  el  patrón  de 
evolución  de  las MTS20+  en  ciclo  es  muy  similar  en  timos  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  y, 
ligeramente distinto de aquel de los EphB3‐/‐. Es obvia la menor proporción de células 
inmaduras MTS20+ en ciclo en  timos mutantes  respecto a  la condición WT. Como ya 
hemos indicado, el descenso de las proporciones de células MTS20+ a 12.5F se debía a 
la  acumulación  en  los  timos  mutantes  de  células  MTS20‐  que  serían  aún  más 
inmaduras  que  aquellas  y  no  expresaban  todavía  el  marcador  (ver  Fig.  33,  34). 
Consiguientemente,  entraban  en  menor  número  en  ciclo,  lo  que  se  confirmaba  al 












para  luego equilibrarse más  con  los  valores WT a 15.5F  (sólo más altos en  los  timos 
EphB3‐/‐)  y  caer  de  nuevo  significativamente  a  17.5F.  Naturalmente,  la  ausencia  de 
MTS20  no  nos  permite  conocer  si  a  este  menor  porcentaje  de  células  en  ciclo  




estudiado, el  comportamiento de  las poblaciones epiteliales mutantes  resultaba más 
evidente. Con este análisis el  retraso en  la entrada en ciclo y su  recuperación un día 
después  aproximadamente  en  timos  mutantes  es  más  evidente  (ver  Fig.  146). 
Mientras a 12.5F todos  los mutantes muestran porcentajes más bajos que  los WT de 
células MTS20+  en  ciclo,  al  día  siguiente  aumentan  e  inician  después  una  caída más 
gradual que ellos,  lo que resulta en valores más altos para  los timos mutantes en  los 




146)  mutante  se  mantiene  a  todo  lo  largo  de  la  ontogenia,  de  manera  que  en 
proporción,  los  timos WT  alcanzan máximos  para  luego  empezar  a  caer  a  partir  de 
15.5F, mientras los mutantes son siempre significativamente más bajos; eso hace que 
el  número  de  células  MTS20‐  en  ciclo  desde  13.5F  sea  significativamente  menor 
contribuyendo al bajo número de esta población observado en los timos mutantes (ver 
Fig. 148). 








ese  estadio  son  minoritarias,  y  permanezcan  significativamente  inferiores  en  el  de 
células  MTS20‐  que  son  cuantitativamente  las  más  importantes  contribuyendo  a  la 
caída de la celularidad epitelial y total de los timos mutantes. Comparativamente, por 
tanto,  las  células  MTS20+  en  ciclo  contribuirían  a  la  hipocelularidad  epitelial  en  los 
primeros  estadios  del  desarrollo  mientras  las  MTS20‐  lo  harían  desde  13.5F  en 
adelante.  Estas  apreciaciones  son más  difíciles  de  percibir  cuando  se  consideran  los 




en  los  timos  mutantes.  No  obstante,  es  interesante  describir  estos  valores  porque 
“enseñan” muy bien  las enormes diferencias numéricas entre  las células que dividen 
en  los  timos  WT  y  en  los  mutantes,  explicando  la  enorme  importancia  que  este 
parámetro tiene para la hipocelularidad de los timos deficientes en EphB. 
Finalmente,  analizamos  el  ciclo  en  las  poblaciones  definidas  por  la  expresión  de  los 
marcadores Ly51 y UEA1 que definen las poblaciones epiteliales corticales Ly51+UEA1‐, 
y medulares  Ly51‐UEA1+  del  timo  adulto.  En  otra  parte  de  este  trabajo  (ver  Fig.  43) 
hemos analizado la evolución durante la ontogenia tímica de las poblaciones definidas 
por estos marcadores en animales WT y mutantes. En los estadios tempranos (12.5F) 
de  los  animales  WT  predomina  la  población  Ly51‐UEA1‐,  madurando  primero  la 
población cortical tras regular positivamente la expresión de Ly51 y al final del periodo 
embrionario  la  medular  Ly51‐UEA1+,  con  una  población  intermedia  Ly51+UEA1+  que 
cobra  mayor  importancia  también  al  final.  La  evolución  de  los  timos  mutantes  es 
similar pero retrasada respecto del patrón WT como luego discutiremos. 








escasa  incidencia  para  el  ciclo  del  epitelio  total.  Así,  Ly51‐UEA1‐  es  la  población 
predominante en los primeros estadios del desarrollo tímico con valores de ciclo muy 
altos a 12.5F y 13.5F  respecto al epitelio  total, descendiendo después.  Los mutantes 
siguen  un  patrón  similar  pero  con  valores  significativamente  más  bajos  a  12.5F  y 
ligeramente más  altos  a  14.5F,  porque  el  retraso  en  la  aparición  de  las  poblaciones 
hace que la caída de los valores a partir de 13.5F sea más gradual que en los timos WT, 
lo que se confirma a 15.5F con valores significativamente superiores en los mutantes 









células  en  ciclo  más  bajos  que  los  de  las  células  Ly51‐UEA1‐,  pero  gradualmente 








parecido  sucede  con  la  población  Ly51+UEA1+  pero  seguir  su  cinética  es  complicado 
porque se  trata de un compartimento  intermedio donde  las células se convierten en 
Ly51‐UEA1+ o, más difícilmente, revierten a Ly51+UEA1‐. 
En  términos  absolutos,  como  siempre,  el mayor  número de  células  de  los  timos WT 










En  resumen, es obvio que  la  importancia del  ciclo de  las TEC para  la hipocelularidad 
observada  en  los  timos  mutantes  se  centra  en  las  células  Ly51‐UEA1‐  y  Ly51+UEA1‐ 
hasta  14.5F‐15.5F  y  luego  prácticamente  desaparece,  mientras  el  ciclo  de  las 
poblaciones minoritarias  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  tiene  importancia desde 14.5F en 
adelante,  cuando  el  retraso  en  la  aparición  de  estas  poblaciones  hace  que  el 




los  valores de  las  células en  ciclo  tanto del  epitelio  total  EpCAM+CD45‐,  como de  las 
células inmaduras MTS20+ y Ly51‐UEA1‐, como de la población cortical Ly51+UEA1‐, no 




Por  otro  lado,  habría  que  señalar  que  la  celularidad  de  los  órganos  y  tejidos  parece 
obedecer a dos modelos: uno, como sucede en el hígado, donde un bajo número de 
progenitores  aumenta  rápidamente  por  expansión;  en  el  otro,  la  proliferación  sólo 
compensa parcialmente el bajo número de progenitores. A este último modelo parece 
responder  la  organogénesis  del  páncreas  y  del  timo  que  tienen  otras  semejanzas 












proliferación epitelial durante el desarrollo  tímico  (Auerbach, 1960;  Jenkinson y cols., 
2003). Después, se identificaron algunas moléculas producidas por el mesénquima que 
podían estar  implicadas en el control de dicha proliferación, como IGF‐1 e  IGF‐2 (van 
Buul‐Offers  y  cols.,  1995;  Shinohara  y  Honjo,  1997;  Jenkinson  y  cols.,  2007b)  y  más 
tarde, moléculas de la superfamilia FGF y sus receptores (Revest y cols., 2001; Erickson 
y  cols.,  2002;  Jenkinson  y  cols.,  2003;  Dooley  y  cols.,  2007).  Más  recientemente,  se 
demostraría que el mesénquima tímico manda realmente no sólo señales positivas si 
no  también  negativas  para  regular  la  proliferación  del  epitelio.  El  ácido  retinoico, 
implicado  en  la  regulación  de  la  homeostasis  de  numerosos  tejidos  (Wang  y  cols., 
2006) y necesario para la formación temprana del primordio tímico (Wendling y cols., 
2000),  regula  negativamente  la  proliferación  de  las  TECs,  especialmente  las  cTEC 
durante el desarrollo (Sitnik y cols., 2012) downregulando la producción de proteínas 
que  unen  FGF  (Aigner  y  cols.,  2000)  e  inhibiendo  la  señalización  BMP4  (Pendaries  y 
cols., 2003) que, a través de FGF7, regula la proliferación epitelial (Rossi y cols., 2007b). 
FGFs,  principalmente  FGF7  y  FGF10  producidas  por  el  mesénquima  tímico,  pero 
algunas  también  por  los  timocitos,  inducen  en  el  epitelio  la  expresión  de  FGFR2IIIb 
(Erickson  y  cols.,  2002).  Esta  molécula  es  esencial  para  las  interacciones  epitelio‐









los WT.  Los  valores  de  los  transcritos  FGFR2IIIb  eran  significativamente menores  en 
todos los mutantes a 15.5F y 7PN respecto a los WT, algo que comenzaba a observarse 
también  en  los  timos  EphB2‐/‐  a  12.5F  aunque  de  forma  no  significativa.  Estudios 
previos  cifran  la  aparición  del  receptor  FGFR2IIIb  el  día  13.5F,  aunque  nosotros 




resultados  demuestran  una  caída  drástica  del  número  de  células  epiteliales  en  ciclo 
que en ese estadio corresponden principalmente a células inmaduras MTS20+ y Ly51‐
UEA1‐,  aunque  previamente  también  hay  baja  proliferación  epitelial  y  los  valores  en 






Yokote y cols., 2005) y  la  falta de ephrina‐B2 en células derivadas de  la cresta neural 
afecta el comportamiento de su mesénquima (Foster y cols., 2010). 
Otras  moléculas,  que  no  hemos  estudiado  en  nuestro  trabajo,  parecen  contribuir 
también a  la proliferación epitelial tímica y tienen cierta relación con Eph y ephrinas. 
Como  ya  hemos  indicado,  la  vía  de  señalización  de  Wnt  es  importante  para  la 






parecidos  a  aquellos  deficientes  en  FGF10  o  FGFR2IIIb,  siendo  este  receptor  target 
directo  de  p63  (Dooley  y  cols.,  2007).  También  Stat3,  otro  factor  de  transcripción 
implicado en el control de la red epitelial y que se fosforila y activa por EphA4, EphB2 y 
EphB3  (Lai y  cols., 2004; Yuan y cols., 2004),  cuando es eliminado selectivamente en 
células epiteliales K5+ cursa también con hipoplasia (Sano y cols., 2001) y descenso del 









El análisis  fenotípico de  las TECs a  lo  largo de  la ontogenia tímica demuestra 
un retraso en la maduración de las poblaciones corticales y medulares de los 
timos  mutantes  que  afecta  también  a  la  expresión  de  sus  marcadores 
funcionales 
El retraso en la maduración de las células MTS20+ de los timos deficientes en EphB se 
extendía  también  a  otras  poblaciones  epiteliales  tanto  corticales  como  medulares, 
definidas  por  distintos marcadores  incluidos  algunos  implicados  en  su  funcionalidad. 
Los  primeros marcadores  analizados  fueron  Ly51  y UEA1,  dos marcadores  “clásicos” 
del  epitelio  cortical  y medular,  respectivamente.  La  expresión  de  Ly51  es  temprana 




las  poblaciones medulares  UEA1hi  es  evidente  frente  a  la  baja  representación  de  la 
proporción de  células  Ly51+.  Este patrón ha  sido descrito por otros muchos  autores, 
aunque, en general, se han centrado en las poblaciones principales: Ly51+UEA1‐ y Ly51‐





el  BCM,  con  algunas  células  distribuidas  por  toda  la  corteza,  aunque  aquí  el 
predominio corresponde a células Ly51lo. Por otro lado, la mayoría de las células Ly51hi 
son MHCII+, Dll4+ y podrían constituir el nicho de la población DN mientras la población 
Ly51loMHCIIloDll4‐  lo  sería  de  los  timocitos  DP  (Cejalvo  y  cols.,  2013).  Por  otro  lado, 
timos  adultos  con  ephrinas‐B1  y  ‐B2  selectivamente  delecionadas  en  timocitos  o 
aquellos que no expresan ephrina‐B2 en TEC, pierden  la organización en empalizada 
típica  del  epitelio  cortical  y  aparecen  formando  grupos  que  expresan 
homogéneamente Ly51 (Cejalvo y cols., 2013). 
Aunque  también  habíamos  descrito  los  cambios  morfológicos  que  acontecen  en 









que en  los WT. Además, mientras  los  timos EphB2LacZ muestran  fenotipos bastante 
similares  a  los  WT,  los  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  exhiben  claras  diferencias  en  su 
comportamiento  y  aunque  las  dos  moléculas  parecen  necesarias  para  el  desarrollo 
epitelial tímico, EphB2 parece más relevante que EphB3 para el desarrollo del epitelio 
medular y EphB3 para el cortical. 
En  concreto,  los  ratones  mutantes  EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐  muestran  un  retraso  en  la 
maduración  de  las  células  corticales  Ly51+  que  son  las  primeras  en  madurar  desde 
12.5F a 17.5F. En los primeros estadios, la población más primitiva Ly51‐UEA1‐, que no 
expresa  ninguno  de  los  marcadores,  tiene  valores  más  bajos  en  los  timos  de  12.5F 
mutantes y más altos a 13.5F,  lo que  implica que en ese estadio  las proporciones de 
células  Ly51loUEA1‐  también  sean más bajas  (ver  Fig.  45).  A partir  de ese estadio,  el 
retraso  en  la  maduración  epitelial  de  los  timos  deficientes  en  EphB  se  pone  de 
manifiesto de varias maneras. En mutantes de 7PN cuando la corteza disminuye en los 
timos  WT  (Dumont‐Lagace  y  cols.,  2014)  las  células  Ly51med  y  Ly51hi  permanecen 
todavía  altas  (ver  Fig.  46)  y,  por  el  contrario,  las  mTECs  UEA1hi  mutantes  sufren 
también  un  retraso  a  partir  de  17.5F  y  sus  valores  son  significativamente más  bajos 
que los WT a 7PN cuando la médula expande (ver Fig. 47). 
Combinando  la  expresión  de  estos  marcadores  con  la  de  MTS20  evaluamos  si  el 
retraso en la maduración de las células Ly51+ mutantes que observamos al principio de 
la  ontogenia  tímica  se  debía  a  células  inmaduras  MTS20+  o  a  las  MTS20‐.  En  estos 
primeros estadios  (12.5F‐15.5F)  sólo  las poblaciones Ly51‐UEA1‐ y  Ly51+UEA1‐  juegan 
algún  papel,  tanto  entre  las  células MTS20+  como  en  las MTS20‐.  La  población más 









poblaciones MTS20+UEA1+  que  expresan o  no  Ly51 permanecen prácticamente  igual 
hasta  15.5F  y  dentro  del  compartimento MTS20‐  comienzan  a  aparecer  con  valores 
muy bajos a 15.5F (ver Fig. 53). 
Las condiciones de estas poblaciones en los timos mutantes confirman el retraso en su 
maduración  observado  estudiando  las  poblaciones  definidas  en  base  a  la  expresión 
Ly51/UEA1. Dicho retraso se apoya en los siguientes puntos: 
1) La  población MTS20+Ly51‐UEA1‐  muestra  mayores  proporciones  en  todos  los 
mutantes desde 13.5F, con ligeras diferencias entre ellos, porque la caída de los 
valores WT  es mucho más  rápida  que  la  de  las  células mutantes.  A  12.5F,  el 
retraso hacía que el porcentaje de células fuera menor en los timos mutantes, 
aunque las diferencias no eran significativas (ver Fig. 54). 
2) En  el  caso  de  la  población  MTS20+Ly51+UEA1‐  su  evolución  refleja  la  de  la 
población Ly51‐UEA1‐ y a 13.5F los valores mutantes son menores aumentando 





No  hay,  como  hemos  indicado,  estudios  similares  con  los  que  comparar  nuestros 
resultados;  en  ratones  dobles  deficientes  en  ephrinas‐B1  y  ‐B2  selectivamente 
eliminadas en TECs, un modelo parecido pero no igual al aquí mostrado, hay también 
un  retraso  en  la  maduración  de  las  TEC  corticales  evidenciado  por  el  retraso  en  la 
adquisición de Ly51. Además, en  los timos WT  la maduración cortical ocurre a través 
de un aumento de la expresión de Ly51 en células MTS20+Ly51lo; por el contrario, en 
los  deficientes,  no  había  cambios  en  las  proporciones  de  células MTS20+  dentro  de 
cada subpoblación Ly51+ (Cejalvo y cols., 2013). 
Una  vez  establecidas  las  diferencias  principales  entre  las  poblaciones  corticales  y 
medulares  de  los  timos  deficientes  en  EphB  y  los  timos  control,  analizamos  otros 
marcadores,  tanto  corticales  como  medulares,  para  confirmar  los  fenotipos 
observados  y  conocer  si  alguna  población  concreta  y,  particularmente,  aquellas 









En  el  caso  del  epitelio  cortical  combinamos  la  expresión  de  Ly51  con  la  de  CD205. 
CD205 o DEC205 (Jiang y cols., 1995), como indicábamos antes, es una lectina tipo C de 
la  familia  de  los  receptores  de  manosa  que  empieza  a  expresarse  en  el  timo  fetal 
(Shakib  y  cols.,  2009)  participando en  la  captación de moléculas por endocitosis que 
después las cTEC presentan en el contexto de MHCI o II (Bonifaz y cols., 2002). Desde 





(Shakib y  cols., 2009; Baik y  cols., 2013; Ribeiro y  cols., 2013), otros  (Saldana y cols., 
2016) lo sitúan un día después, entre 14.5F y 15.5F, al igual que nosotros. 
Entre  estos  dos  estadios,  el  porcentaje  de  células  CD205+  dentro  de  la  población 
epitelial  tímica  total  EpCAM+CD45‐  incrementa  tanto  en  timos  WT  como  mutantes, 
pero  en  éstos  los  porcentajes  de  células  CD205+  son  mucho  más  bajos  en  los  dos 
estadios  estudiados,  particularmente  en  timos  EphB3‐/‐,  cuyo  fenotipo  era,  en  este 
caso, más  severo  (ver  Fig.  59).  Cuando  se  combina  la  expresión de CD205  con  la de 
Ly51, tanto en WT como en mutantes, se definen tres poblaciones: una que no expresa 
ninguno de  los  dos marcadores,  otra  Ly51+CD205‐  presunta  precursora  de  la  tercera 
Ly51+CD205+  (ver  Fig.  60).  La  evolución de estas dos últimas poblaciones ejemplifica 
muy bien el retraso en la maduración epitelial de los timos deficientes en EphB. Tanto 
a  14.5F  como  a  15.5F,  los  timos  mutantes  acumulan  la  población  inmadura 
Ly51+CD205‐, mostrando valores significativamente mayores que  los timos WT, como 
ya  hemos  descrito  para  la  población  Ly51+UEA1‐  total,  al  tiempo  que  mostraban 









cols.,  2009;  Ribeiro  y  cols.,  2013)  que  comienza  a  expresarse  alrededor  de  13.5F 
(Shakib y cols., 2009), dato en el que coinciden los presentes resultados. En los timos 
WT,  CD40  y  Ly51  definen  distintas  poblaciones  cuya  evolución  durante  la  ontogenia 
coincide  básicamente  con  la  descrita  por  Ribeiro  y  colaboradores  (Ribeiro  y  cols., 
2013),  aunque  ellos  en  vez  de  Ly51  utilizan  CD205  como  marcador  cortical  de 
referencia.  A  13.5F  la  población  predominante  es  Ly51‐CD40‐  que  desciende  hasta 
desaparecer a 15.5F, en correlación con el aumento experimentado por  la población 
CD40‐Ly51lo  que  también  caerá,  desapareciendo  después  del  nacimiento.  Todas  las 
poblaciones  maduras  o  casi  maduras  corticales,  que  expresan  más  o  menos 
intensamente  el  marcador  Ly51  (Ly51med,  Ly51hi),  medulares  (Ly51‐)  y  CD40med/hi 
aumentan  en  los  últimos  estadios  fetales  en  detrimento  de  las  poblaciones 
intermedias, como CD40loLy51med (ver Fig. 63). 




Fig.  66).  En  relación  con  esta  acumulación  de  células  CD40‐Ly51‐,  los  valores  de  la 
población CD40‐Ly51lo son, en general, menores a 13.5F y 14.5F para luego aumentar 
por  encima  de  los  valores WT  cuando  éstos  caían mucho más  rápidamente  que  los 
mutantes  (ver  Fig.  67).  La  evolución  de  las  poblaciones  intermedias  que  están  up‐
regulando CD40 y Ly51, CD40loLy51med (ver Fig. 70) y CD40med/hiLy51med (ver Fig. 72), es 
muy  parecida,  con  valores  significativamente  más  bajos  que  los  controles  en  los 
primeros estadios y luego una maduración más lenta que acumula células, sobre todo 
CD40med/hiLy51med,  en  los  últimos  estadios  estudiados;  algo  que  se  observa  aún más 
claramente en  la evolución de  la población cortical madura mutante CD40med/hiLy51hi 
(ver Fig. 73). En el caso de la población medular, CD40med/hiLy51‐, cuya maduración es 







Si antes decíamos que en  la expresión de CD205  la  importancia de EphB3 era mayor 
que  la de EphB2,  el  análisis  comparado entre mutantes de  las poblaciones definidas 
por  la  expresión  de  CD40  y  Ly51,  confirma  este  extremo.  No  se  aprecian  muchas 
diferencias entre los timos EphB2‐/‐ y EphB2LacZ (ver. Fig. 75) y cuando existen, estos 
últimos  se  asemejan  a  los  timos  WT;  por  ejemplo,  en  el  caso  de  la  población 
CD40loLy51med  (ver Fig. 70). Si se compara  la evolución de  los valores entre  los timos 
EphB2‐/‐ y EphB3‐/‐, las poblaciones más primitivas CD40‐Ly51‐ y CD40‐Ly51lo muestran 
un mayor retraso en su maduración en ausencia de EphB3 que de EphB2 (ver Fig. 75F, 
G);  sin  embargo,  no  hay  diferencias  cuando  se  consideran  las  poblaciones maduras 
CD40med/hiLy51hi y CD40med/hiLy51‐ (ver Fig. 76G, H). Es difícil analizar el significado de 
estos  resultados  porque  las  diferencias  no  son  muy  grandes,  la  variabilidad  entre 
animales sí  lo es y  las poblaciones más primitivas e  intermedias son compartimentos 
dinámicos en constante evolución. 
En  términos generales, el análisis de  los datos  sobre  las poblaciones definidas por  la 
expresión  de MHCII  y  Ly51  confirmaba  el  retraso  en  la  maduración  epitelial  de  los 
timos mutantes, la necesidad de EphB2 y EphB3 para la culminación del proceso, cierta 
relevancia de  la  señal  reverse mostrada por  los  timos EphB2LacZ  y una  ligera mayor 
severidad fenotípica cuando la molécula ausente es EphB3. 
Nuestros  resultados  coinciden  con  los de otros  autores  en  cuanto a que MHCII,  una 




subpoblaciones  definidas  por  la  expresión  de  MHCII  y  Ly51  van,  como  decíamos, 
aumentando gradualmente durante el desarrollo y cayendo a continuación, cuando un 
porcentaje mayor o menor de células maduran al siguiente estadio. Así, en el primer 
estadio  analizado,  12.5F,  la  población  predominante  es  la  más  primitiva  que  no 






la  MHCIImedLy51lo.  Un  día  después,  15.5F,  estas  poblaciones  diferencian  a 
MHCIImedLy51med  y a 17.5F  las  células mayoritarias  son MHCIIhiLy51med. En el periodo 




que  sufren  los  timos mutantes  se  aprecia  particularmente  bien  en  la  población más 
primitiva  MHCII‐Ly51‐,  donde  salvo  a  12.5F,  cuando  esta  población  alcanza  valores 
máximos  en  los  timos  WT,  no  hay  diferencias,  en  el  resto  de  los  estadios  las 
proporciones  de  células  son  significativamente  más  altas  en  todos  los  mutantes 




El mismo  retraso  se observaba en  las dos poblaciones que alcanzan máximos en  los 
timos WT a 14.5F, MHCIIloLy51lo y MHCIImedLy51lo. Tras el aumento de 12.5F a 14.5F, 
las proporciones de células MHCIIloLy51lo caen bruscamente en los timos WT y mucho 
más  lentamente  en  los mutantes,  lo  que  ocasionaba  valores  significativamente más 
bajos  a  13.5F  y  14.5F  y  luego  más  altos  a  15.5F  y  17.5F.  En  el  caso  de  las  células 
MHCIImedLy51lo, la condición es similar: valores mutantes significativamente muy bajos 
a  13.5F  y  14.5F,  y  más  altos  a  partir  de  entonces.  También  en  el  caso  de  estas 
poblaciones,  el  fenotipo  EphB2LacZ  es  más  parecido  a  los  WT  sin  diferencias,  por 
ejemplo a 14.5F, y algo más severo en EphB3‐/‐ que en EphB2‐/‐, con mayor retraso en 
la maduración de las poblaciones EphB3‐/‐ a 15.5F (ver Fig. 82). 
La  acumulación  en  los  timos  mutantes  de  estas  dos  poblaciones  MHCIIloLy51lo  y 
MHCIImedLy51lo  hacen  que  la  población MHCIImedLy51med  a  14.5F  tenga  valores  muy 
bajos y, aunque alcanza máximos en  los  timos WT un día después, 15.5F,  los valores 
mutantes  crecen  mucho  menos  resultando  significativamente  más  bajos.  A  17.5F 
comienzan  a  bajar  los  valores WT mientras  los  EphB2LacZ  y  los  EphB3‐/‐  continúan 







en  la  población  MHCIIhiLy51med,  con  valores  más  bajos  a  14.5F.  En  los  siguientes 
estadios  todas  las poblaciones aumentan más  lentamente en  los  timos EphB2LacZ y, 
especialmente,  en  los  EphB3‐/‐,  pero  no  en  los  EphB2‐/‐  que,  de  nuevo,  muestran 
valores control desde 15.5F a 7PN, lo que podría indicar, aunque la variabilidad entre 
muestras es importante y hace difícil alcanzar conclusiones definitivas, que la ausencia 
de  EphB2  no  afecta  la  aparición  de  esta  población  cortical  casi  madura,  lo  cual  no 






poblaciones  presumiblemente medulares MHCIImedLy51‐  y MHCIIhiLy51‐  mostraban  a 
7PN valores significativamente menores en los timos mutantes, porque en éstos no se 
ha  iniciado  la  expansión medular  que  ocasiona  la  reducción  del  área  cortical,  antes 
indicada (ver Fig. 84). 
El  último  marcador  cortical  analizado  en  esta  serie  de  estudios  sobre  la  evolución 
ontogenética del epitelio tímico en ratones deficientes en EphB es β5t, una molécula 
que  forma  parte  del  llamado  timoproteosoma  (Ripen  y  cols.,  2011),  implicada  en  la 
generación  del  repertorio  inmune  de  células  T  CD8+  restringidas  en  el  contexto  de 
MHCII  (Nitta  y  cols.,  2010)  y  que  se  expresa  específicamente  en  células  epiteliales 
corticales (Murata y cols., 2007). Así, ratones deficientes en β5t muestran una fuerte 
reducción del  porcentaje  de  timocitos  CD8  y  los  pocos  que  se mantienen, muestran 
alteraciones en sus respuestas a distintos estímulos (Murata y cols., 2007). Aparte de 
estos  datos,  las  poblaciones  corticales  concretas  que  expresan  β5t,  los  timocitos  en 
desarrollo  a  los  que  se  asocian  o  su  distribución  exacta  en  la  corteza  tímica  son 
desconocidos. 





distinto  del  utilizado  por  Ripen  y  colaboradores,  e  inmunohistoquímica  observamos 
algunas  células  positivas,  pero  por  citometría  de  flujo  no  lo  conseguimos  antes  de 
13.5F y aún en este estadio la expresión es muy débil. Anticuerpos similares a los aquí 
utilizados han sido usados para citometría por otros autores (Wong y cols., 2014) pero 
sólo en  timos adultos. No obstante, el  análisis por qPCR de  lóbulos  timicos de 12.5F 
demuestra  la  presencia  de  transcritos  específicos  de  β5t  tanto  en  lóbulos WT  como 
mutantes. 
En  estos  estudios  inmunohistoquímicos,  la  expresión de β5t  se  extendía,  en nuestro 
caso,  por  todo  el  primordio  tímico  de  12.5F  y  13.5F.  Curiosamente,  fuera  del  timo 




timos  mutantes  respecto  a  la  expresión  de  β5t  es  similar  a  la  de  los  WT  y  la 







estudio por  citometría de  flujo  (ver  Fig.  90).  Estos  resultados de  citometría  sugerían 




observamos que  la  ausencia de EphB2, más que  la de EphB3 que acumulaba menor 
porcentaje de estas células, parece  impedir  la maduración de estos progenitores con 
capacidad  de  dar  células medulares,  resultando  en  la  acumulación  de  su  porcentaje 

















marcadores  específicos,  como  UEA1, MHCII,  CD80  y  AIRE,  algunos  de  funcionalidad 
conocida.  Estos,  junto  con  CCL21,  son  los  marcadores  más  utilizados  en  la 
caracterización  de  las  subpoblaciones  epiteliales  medulares  tímicas  (Gabler  y  cols., 
2007; Shakib y cols., 2009; Lkhagvasuren y cols., 2013). 
La  aparición  de  las  mTECs  es  más  tardía  que  la  de  las  células  epiteliales  corticales, 
como  ya  adelantábamos  al  discutir  la  evolución  de  las  poblaciones  definidas  por  los 
marcadores  Ly51  y UEA1;  por  ello,  nuestro  estudio  se  inició  en  este  caso  a  13.5F  e, 
incluso,  más  tarde.  No  obstante,  la  aparición  de  una  población  Cld3,4+  considerada 
precursora  del  epitelio  medular  aparece  muy  temprano  cuando  aún  el  primordio 
tímico  está  unido  al  endodermo  faríngeo  (Hamazaki  y  cols.,  2007).  Respecto  de  las 
poblaciones  definidas  por  la  expresión  de  MHCII  y  UEA1,  a  13.5F,  la  expresión  de 
MHCII  está  asociada  a  la  población UEA1‐,  correspondientes  a  células  corticales  que 
también expresan estas moléculas y  lo hacen muy pronto como ya hemos discutido, 
aunque este estadio corresponde predominantemente a una población más primitiva 
MHCII‐UEA1‐  que  cae  rápidamente  hasta  15.5F  para  desaparecer  a  17.5F.  Esta 
desaparición se corresponde, al principio del desarrollo, con las poblaciones corticales 
UEA1‐  que  van  regulando  la  expresión  de  MHCII  apareciendo  y  desapareciendo 





Las  poblaciones  medulares  UEA1lo/med  y  UEA1hi  comienzan  a  aparecer  a  15.5F 
ascendiendo  rápidamente.  Las  poblaciones  inmaduras  UEA1lo/med  aumentan  a  17.5F 
expresando  en  mayor  o  menor  medida  MHCII  (MHCIIhi  y  MHCIImed),  y  luego  caen, 
mientras  las más maduras UEA1hi, MHCIImed y MHCIIhi,  continúan ascendiendo, sobre 
todo esta última que se convierte en la población predominante a 7PN (ver Fig. 93), no 
sólo entre  las poblaciones medulares que expresan UEA1 si no  incluso respecto a  las 
corticales  Ly51hi  que  representan  en  este  estadio  alrededor  de  un  20% del  total  del 
epitelio tímico (ver Fig. 83D). 
Al  igual  que  describimos  en  la  población  MHCII‐Ly51‐,  la  población  MHCII‐UEA1‐  se 
acumula en los timos mutantes mostrando valores significativamente más altos que los 
WT en todos los estadios analizados (ver Fig. 95). Respecto de las dos poblaciones WT 











15.5F  a  7PN  no  dejan  de  subir  las  proporciones  de  células MHCIImedUEA1hi  y,  sobre 
todo,  MHCIIhiUEA1hi  (ver  Fig.  93).  La  maduración  de  las  células  MHCIImedUEA1lo/med 
mutantes muestran  retraso  tanto  a  17.5F  como  a  7PN  y más  acusado  en  los  timos 
EphB2‐/‐ que en los EphB3‐/‐ (ver Fig. 97A). 
Hay  que  entender  estos  resultados  en  el  contexto  de  lo  que  muchos  autores 
denominan poblaciones “low” y “high” corticales y medulares, considerándose cTEClo 
las células MHCIImedUEA1‐ y las cTEChi, las MHCIIhiUEA1‐, lo que según nuestro análisis 
citométrico  equivaldría  a  MHCIImedUEA1lo/med  y  MHCIIhiUEA1lo/med  respectivamente; 
mientras las mTEClo son células MHCIImedUEA1hi y las mTEChi, las MHCIIhiUEA1hi (Seach 









predominantemente  la  ruta  cTEClo → cTEChi → mTEChi  frente a  la que  incrementaría 




valores más bajos.  En  los  timos mutantes  la  condición es  similar pero  los  valores de 
cada  población  reflejan  el  retraso  en  su  maduración.  A  17.5F,  las  proporciones  de 
cTEClo son significativamente más bajas que la de los WT (ver Fig. 97A) y las de cTEChi 
las más altas (ver Fig. 97B), porque no maduran hasta la población mTEChi que también 
exhiben valores más bajos que  los  timos WT  (ver Fig. 98B). Por supuesto,  la  falta de 
diferenciación de  las pocas cTEClo a mTEClo hace que esta última población tenga  los 
valores más bajos de  los mutantes en este estadio  (ver Fig. 98A). A 7PN la condición 
cambia,  los  valores  de  cTEClo  son  significativamente  más  bajos  sólo  en  los  timos  
EphB2‐/‐ (ver Fig. 97A) pero su diferenciación a cTEChi es ahora mucho menor que en 
los  timos  de  17.5F,  y  mutantes  y  WT  muestran  valores  similares  (ver  Fig.  97B), 
mientras en este caso, la diferenciación predominante es a mTEClo cuyas proporciones 




otras  poblaciones  medulares  definidas  mediante  otros  marcadores,  se  comportan 
mucho más parecido a los WT que EphB2‐/‐, sugiriendo que su falta afecta menos a la 
maduración  del  epitelio medular.  Parece  evidente  que,  justo  al  contrario,  de  lo  que 
observábamos  en  la  maduración  del  epitelio  cortical,  la  maduración  del  epitelio 
medular parece mucho más dependiente de la presencia de EphB2 que de EphB3. 
CD40 y CD80 son dos moléculas co‐estimuladoras que definen distintas poblaciones en 




cortical  (Shakib  y  cols.,  2009).  CD80  define,  al  final  de  la  vida  fetal  y,  sobre  todo, 
después  del  nacimiento  una  población  de mTEC maduras    (Gabler  y  cols.,  2007)  de 
manera  que  en  combinación  con MHCII  y  AIRE  se  definen  tres  poblaciones:  células 
inmaduras  MHCIIloCD80loAIRE‐;  maduras  MHCIIhiCD80hiAIRE+,  y  células  denominadas 
terminales  MHCIIloCD80loAIRE‐Involucrina+  (Rossi  y  cols.,  2007c;  Nishikawa  y  cols., 
2010;  Wang  y  cols.,  2012),  aunque  la  existencia  de  esta  última  población  es 
cuestionada  y  hay  autores  que  consideran  que  las  mTECs  maduras  son  células 
postmitóticas  que  finalmente  mueren  (Gray  y  cols.,  2007).  Otros  consideran  que 
continúan  diferenciando  hasta  integrarse  en  corpúsculos  de  Hassall,  perdiendo  la 
expresión  de  AIRE  y,  con  ello,  las  de MHCII  y  CD80  y  ganando  la  de  involucrina,  un 
marcador de epitelios epidérmicos maduros (Wang y cols., 2012). 
A  17.5F  las  proporciones  de  células  CD40‐CD80‐  WT  ya  son  muy  bajas  porque  la 





y  CD80+)  apuntadas  por  otros  autores  y  se  confirma  que  la  aparición  de  TEC  CD80+ 
acontece sólo en la población CD40med/hi (Ribeiro y cols., 2013). 
En  los  timos  mutantes,  este  patrón  WT  mostraba  alteraciones  que  nuevamente 
sugieren  el  retraso  en  la  maduración  de  su  epitelio  medular.  La  caída  de  los 




y  más  acusado  en  aquellos  deficientes  en  EphB2,  mientras  la  población  inmadura 
CD40med/hiCD80‐  se  comportaba  como  una  población  intermedia  que  rápidamente 








auto‐antígenos  tisulares  que han de  ser  reconocidos  por  los  timocitos  seleccionados 
positivamente  en  la  corteza  tímica,  procediendo  a  su  eliminación  en  caso  de  fuerte 
interacción  en  el  complejo  formado  por  TcR‐péptido‐MHCII  (Hubert  y  cols.,  2011). 
Durante  el  desarrollo,  las  células  AIRE+  parecen  generarse  a  partir  de  progenitores 
Cld3,4+  que  ocurren  en  el  epitelio  biestratificado  del  rudimento  tímico  de  10.5F 
(Hamazaki  y  cols.,  2007;  Munoz  y  cols.,  2015).  A  pesar  de  la  relevancia  de  esta 
molécula,  los  datos  aquí  descritos  son  los  primeros  que  la  relacionan  con  Eph  o 
ephrinas. 
Nuestro análisis morfométrico sobre secciones tímicas WT y mutantes de 17.5F y 7PN, 
demuestra  en  ambos  tipos  de  timos  que  las  células  AIRE+  se  distribuyen 
aparentemente al azar por toda el área medular en menor número a 17.5F que a 7PN; 




Como hemos  indicado  en  varios  apartados  de  este  trabajo  al  final  de  la  vida  fetal  y 
comienzo de la postnatal, el epitelio medular aumenta en detrimento del cortical, cuyo 







tratados  con  anticuerpos  inhibidores  anti‐EphB2  o  anti‐EphB3  o  con  controles 
isotípicos  muestra  más  áreas  medulares  K5+  y  más  pequeñas  en  los  reagregados 
tratados,  algo  que,  también  se  confirma  cuando  se  compara  la  condición  de  RTOCs 
establecidos con células WT o deficientes en EphB2 o EphB3. La cuantificación de estos 
resultados confirma el mayor número de áreas medulares y su menor tamaño en  los 
RTOCs  mutantes  o  tratados  con  anticuerpos.  El  número  de  áreas  es,  además, 










Diferenciación  de  progenitores  epiteliales  WT  y  mutantes  definidos  por  la 
expresión de nuevos marcadores 
El tradicional modelo propuesto para explicar la ontogenia del epitelio tímico a partir 
de  un  progenitor  bipotencial  presente  en  el  primordio  tímico  que  diferencia 
simétricamente, directamente o a través de precursores comprometidos, dando lugar 
a las subpoblaciones corticales y medulares (Gill y cols., 2002; Bleul y cols., 2006; Rossi 
y  cols.,  2006;  Rodewald,  2008),  ha  sido  cuestionado  recientemente  con  la 
identificación de poblaciones  intermedias, que expresando marcadores  considerados 
corticales,  daban  in  vivo  e  in  vitro  tanto  cTEC  como  mTEC  (Alves  y  cols.,  2014) 
proponiéndose  nuevos  modelos  de  diferenciación  asimétricos.  Así,  células 
CD205+CD40‐  trasplantadas  in  vivo  dan  cTEC  CD205+β5t+  y mTEC  AIRE+  (Baik  y  cols., 
2013)  y  RTOCs  establecidos  con  TEC  IL7+  generan  cTEC  Ly51+CD205+  y mTEC  CD80+, 
mientras aquellos constituidos con TEC IL7‐ sólo daban epitelio medular (Ribeiro y cols., 
2013).  Otros  autores  han  conseguido  diferenciar  directamente  cTEC  β5t+  a  mTEC 




caracterizar mejor estas poblaciones  y poder estudiar  su diferenciación y, por  tanto, 
los hemos  incluido en nuestro estudio. De hecho, nuestros resultados demuestran  la 
existencia  de  muchas  poblaciones  que,  al  menos  temporalmente,  expresan 
simultáneamente marcadores  corticales  y medulares,  aunque  no  fuimos  capaces  de 








En  este  trabajo  hemos  estudiado  la  población  de  presuntos  progenitores medulares 
MTS20hiCld3,4hi,  así  como  las  Cld3,4hiSSEA1+,  α6+Sca‐1+  y  Podoplanina  (PDPN+).  En 
primer  lugar,  analizamos  la  evolución  de  la  población MTS20hiCld3,4hi,  como  posible 
progenitor  comprometido exclusivamente  con el  epitelio medular. Aunque,  como ya 
hemos descrito, MTS20 se expresa por todo el primordio tímico a 12.5F, y las Cld3,4 se 
localizan aún antes en el borde apical del epitelio faríngeo evaginado que da  lugar al 





células  MTS20hiCld3,4hi  “se  diluye”  hasta  prácticamente  desaparecer  a  15.5F. 
Curiosamente  en  los  mutantes  a  partir  de  14.5F  y,  más  claramente,  a  15.5F  la 
proporción  de  esta  población  aumenta  sugiriendo  que  su  diferenciación  se  retrasa 
produciendo su acumulación.  
Analizamos también esta subpoblación en timos postnatales en los que se ha descrito 
una  expansión  de  células  Cld3,4+  (Hamazaki  y  cols.,  2007).  Efectivamente,  nuestros 
resultados confirman este hecho mostrando mayor número de células Cld3,4+ en timos 
WT  postnatales  que  en  timos  15.5F.  Sin  embargo,  no  constituyen  una  población 
homogénea,  distinguiéndose  células  Cld3,4hi  y  otras  Cld3,4lo/med  y  siendo,  por  otra 
parte,  la  mayoría MTS20‐.  Aquí,  cuantificamos  el  número  de  células  Cld3,4hi  totales 
respecto a la sección tímica total observando un número relativo menor en los timos 
EphB2‐/‐  y  EphB3‐/‐,  pero  no  en  los  EphB2LacZ,  confirmando  la  menor  expansión 
postnatal sufrida por las células Cld3,4hi en los timos deficientes en EphB2 o EphB3. 
Las  células Cld3,4hiSSEA1+  corresponden a una  subpoblación de progenitores Cld3,4hi 
que  expresa  el  marcador  de  células  madre  embrionarias  SSEA1.  Esta  población  con 
capacidad de auto‐renovación, clonogénica y capaz de producir específicamente mTEC, 
aparece  pronto  en  la  ontogenia,  a  14.5F,  antes  de  que  la  médula  exprese  RANK, 
necesario para  la maduración de  su epitelio,  y pierde  sus  capacidades poco después 




proporción  de  células  Cld3,4+SSEA1+  aumenta  entre  14.5F  y  17.5F.  En  los  tres 
mutantes,  por  el  contrario,  las  células  se  acumulan  a  14.5F mostrando  valores más 
altos  que  los  WT  para  luego  igualarse  todos  a  17.5F  sugiriendo  un  retraso  en  la 
maduración del epitelio mutante. 
A  diferencia  de  las  células  Cld3,4+SSEA1+,  la  población  progenitora  α6hiSca‐1hi  tiene 
capacidad  de  diferenciación  tanto  a  cTEC  como  a mTEC  y  ocurre,  principalmente  en 





y  cols.,  2010),  se  observa  que  antes  del  nacimiento,  a  17.5F,  aunque  hay  algunas 
α6hiSca‐1+,  el  predominio  corresponde  a  las  α6medSca‐1‐,  como  ya  habían  apuntando 
Wong y colaboradores (Wong y cols., 2014). A 7PN, esta población desaparece y junto 
con  las  células  α6hiSca‐1hi,  que  continúan  siendo minoritarias,  hay  otras  poblaciones 
intermedias, como α6medSca‐1med, α6medSca‐1hi  y α6hiSca‐1med. Con  ligeras diferencias, 
debido a que nuestro estudio se llevó a cabo a 7PN y el suyo a 3PN y en timos adultos, 
estos  valores  son  similares  a  los  descritos  originalmente  por Wong  y  colaboradores 
(Wong y cols., 2014). 
En  los mutantes, como en  los WT,  la población α6hiSca‐1hi a 17.5F es escasa, pero el 
porcentaje de tales células en timos EphB2‐/‐ es significativamente más alta que en los 
controles;  por  el  contrario,  la  población mayoritaria α6medSca‐1‐  era más baja  en  los 
tres mutantes,  sugiriendo ambos resultados un cierto  retraso en  la diferenciación de 
las poblaciones mutantes. A 7PN, sin embargo, no hay diferencias significativas entre 
WT y mutantes en  la población α6hiSca‐1hi,  salvo en  los  timos EphB2LacZ que  tienen 
valores más altos. 
La  última  población  de  progenitores  epiteliales  estudiada  expresa  el  marcador 
podoplanina  (PDPN),  una  proteína  integral  de membrana  tipo  II  (Farr  y  cols.,  1992). 
Onder y colaboradores (Onder y cols., 2015) han descrito recientemente una población 
en  el  BCM,  donde  tradicionalmente  se  ha  considerado  residían  los  precursores  del 





Esta  población,  sin  embargo,  al  menos  en  nuestro  estudio,  no  se  muestra  tan 
homogénea y desgraciadamente no se ha podido realizar el estudio semicuantitativo 
previsto  sobre  secciones  tímicas  postnatales  por  la  desorganización  de  las  médulas 
mutantes, que hacen imposible localizar las áreas córtico‐medulares y determinar con 
fiabilidad  la  presencia  en  ellas  de  las  células  PDPN+.  Nuestras  conclusiones  son, 
consiguientemente provisionales y requieren confirmación. En los timos WT de 7PN, la 
expresión  de  PDPN  ocurre  en  el  área  medular  K5+,  como  había  descrito  Farr  y 
colaboradores (Farr y cols., 1992). Dicha expresión no es homogénea, distinguiéndose 
una  población mayoritaria  Ly51‐/loK5+PDPN+  en  la  parte más  interna  de  la médula  y 
células  Ly51‐K5+PDPN‐/lo  y  Ly51‐/loK5+PDPNhi  más  próximas  al  límite  córtico‐medular. 
Dentro de esta  zona  córtico‐medular,  que  co‐expresa  Ly51  y  K5,  hay  algunas  células 
Ly51+K5+PDPN+  aisladas  en  el  lado  medular,  aunque  también  Ly51+K5‐/loPDPN+.  Las 
primeras, que expresan los tres marcadores, podrían ser los progenitores descritos. En 
los mutantes EphB2‐/‐, la población medular Ly51‐/loK5+PDPNhi parece reducida y en los 






Como  ya  hemos  discutido  antes,  para  demostrar  que  realmente  todos  los  cambios 
observados  en  el  comportamiento  de  las  TECs  se  debían  a  la  falta  de  señalización 
mediada  por  EphB2  o  EphB3,  analizamos  el  efecto  del  bloqueo  de  las  interacciones 
Eph/ephrinas‐B  en  FTOCs WT  de  13.5F  con  proteínas  de  fusión  solubles  EphB2‐Fc  o 
ephrina‐B1Fc  sobre  la  maduración  de  las  poblaciones  epiteliales  confirmando  el 
descenso de la celularidad, la acumulación de las proporciones de las células MTS20+ y 








EphB2/B3‐ephrinas‐B.  El  protocolo  para  llevar  adelante  estos  estudios  lo  habíamos 
utilizado hace algunos años para determinar si el fenotipo epitelial de timos EphB2 y/o 
EphB3 KO eran dependientes exclusivamente del propio epitelio o también influía en el 
el  componente  linfoide  del  órgano  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009b);  en  nuestro  estudio, 
FTOCs alinfoides WT o mutantes se trasplantaron bajo la cápsula renal de ratones WT 
o mutantes analizándose 3 semanas después,  la celularidad y  la diferenciación de  las 
poblaciones MTS20, Ly51 y UEA1. 
Los  resultados  obtenidos  a  partir  de  esta  aproximación  experimental  ponen  de 
manifiesto  lo  ya  descrito  por  nosotros  y  otros  autores  repetidas  veces  (Wilkinson, 
2003; Pasquale, 2008; Alfaro y cols., 2011) acerca de que  los fenotipos dependientes 




formulábamos,  es  que,  efectivamente,  los  fenotipos  observados  en  los  ratones 
deficientes en EphB se deben a la falta de su señalización puesto que con esta nueva 
aproximación experimental se repiten aquellos u otros muy parecidos. 
2) La primera conclusión que  se obtiene de este planteamiento experimental  es 
que,  tanto en  combinaciones  donde estromas mutantes  y progenitores  linfoides WT 
(E: EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐; PL: WT) o estromas WT y progenitores linfoides mutantes (E: 
WT;  PL:  EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐)  se  juntan  se  produce  un  descenso  del  tamaño  de  los 
lóbulos  y  de  su  celularidad.  Estos  resultados  indican,  por  tanto,  que  la  celularidad 
disminuye  significativamente en  los  lóbulos aislados de  la  cápsula  renal  si  ellos o  los 
progenitores  que  los  colonizan  derivan  de  ratones  EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐, 
indistintamente, e  independientemente de que  las células mutantes correspondieran 
al  estroma  o  a  los  progenitores  linfoides  (ver  Fig.  163).  En  cualquiera  de  estas 










de  la  señal  reverse  mediada  por  EphB2  se  realizaba  en  TEC  (E:  WT;  PL: 
EphB2LacZ) se recuperaba la celularidad WT (ver Fig. 165A). En esta condición, 
las TEC recibían señales mediadas por EphB2 tanto F como R (Fig. 204F). Si, por 
el  contrario,  la  recuperación  de  la  señalización  reverse  se  producía  en  los 
progenitores (E: EphB2LacZ; PL: WT), no se recuperaba  la celularidad (ver Fig. 
166A). En este caso, las TEC recibían señales R pero no F (Fig. 204G) sugiriendo, 
por  tanto, que más que  la  recuperación de  la  señal  reverse  lo que el  epitelio 
necesitaba eran ambas señales  (F y R) mediadas por EphB2 para  recuperar  la 
celularidad  tímica,  independientemente  de  las  señales  que  reciben  los 
progenitores linfoides. 
Figura 204. Señales trasmitidas por EphB y ephrina‐B en estudio en los diferentes tipos de combinaciones. Los 
diagramas  muestran  la  señalización  EphB/ephrina‐B  entre  las  células  epiteliales  y  linfoides.  Para  ello,  se  han 
representado sobre las células las moléculas que expresan: EphB2 o EphB3 o EphB2LacZ y ephrina‐B, así como las 
señales que derivarían de la interacción entre estas moléculas, indicando como: F: señal forward, R: señal reverse. 
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por EphB2 en  las TEC  favorece  la  formación de epitelio medular.  Por el  contrario,  la 
ausencia de la señal reverse en TEC, aunque se mantenga en los progenitores linfoides 
(Fig.  204B),  aumenta  la  proporción  de  células  MTS20+,  disminuye  la  de  cTEC  y  no 
muestran diferencias en las de mTEC  (ver Fig. 165), lo que sugiere que la señal reverse 




parece necesaria para un desarrollo normal del  órgano,  sin  embargo,  la  ausencia de 
cada una de ellas produce fenotipos diferentes. O sea, no se trata sólo de recibir (o no) 
las  adecuadas  señales  F  y  R,  si  no  que  es  fundamental  la molécula  que  trasmite  las 
señales, EphB2 o EphB3. Esto es lo que dicen los experimentos en los que las quimeras 
se  establecen  entre  mutantes  (Fig.  205).  Mientras  lóbulos  EphB3‐/‐,  que  reciben 
señales R de EphB3 y F de EphB2, colonizados por progenitores EphB2‐/‐, que reciben 
señales  F  de  EphB3  y  R  de  EphB2  (E:  EphB3‐/‐;  PL:  EphB2‐/‐),  muestran  celularidad 






las  quimeras  establecidas  con  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ  aparentemente  estos  dos 
parámetros están regulados de manera diferente por las EphB. Curiosamente, cuando 
se  comparan  quimeras  establecidas  entre  estromas  y  células  linfoides  mutantes, 




progenitores  EphB2‐/‐  tienen  celularidad  normal,  pero  en  la  condición  contraria  (E: 
EphB2‐/‐; PL: EphB3‐/‐) hay hipocelularidad. Como decíamos, en la primera condición, 
EphB2 trasmite señal F a las TEC y R a los progenitores linfoides y EphB3 R a TEC y F a 
los  progenitores;  en  la  segunda,  las  TEC  reciben  señales  F  EphB3  y  R  EphB2,  y  los 












y  células  linfoides  mutantes  generaban  el  mismo  fenotipo  epitelial,  con  caídas 
significativas  de  las  proporciones  de  células MTS20+  (ver  Fig.  167B)  y  cTEC  (ver  Fig. 
167D)  y  subidas  en  la  población  epitelial medular,  Ly51‐UEA1+  (ver  Fig.  167E).  Estos 
resultados sugieren que cualquier señal F presente en las TECs, mediada por EphB2 o 
Figura 205. Señales trasmitidas por EphB y ephrina‐B en quimeras establecidas con estromas o progenitores 
linfoides  mutantes.  Los  diagramas  muestran  la  señalización  EphB/ephrina‐B  entre  las  células  epiteliales  y 
linfoides. Se representan sobre las células las moléculas que expresan: EphB2 y/o EphB3 y ephrina‐B, así como 



























EphB3,  junto  con  cualquier  señal  R  dirigen  la  diferenciación  epitelial  hacia  epitelio 
medular, ocasionando caída del porcentaje de  las células  inmaduras MTS20+ y de  las 
corticales Ly51+UEA1‐ y aumentando la de  las Ly51‐UEA1+. Por otra parte, el  fenotipo 




relevante para  la generación de mTEC, como apuntaban  los  resultados de citometría 
de flujo. 
6) Nuestros  resultados  hasta  ahora  apuntaban  que  la  señalización mediada  por 
EphB2 está más implicada en el control de la celularidad tímica que la de EphB3 y que 
dicha  señalización  favorece  la  diferenciación  de  mTEC.  Sin  embargo,  cuando 
estudiamos  quimeras  formadas  por  las  distintas  combinaciones  de  estroma  y 
progenitores EphB2‐/‐, EphB3‐/‐ y WT, los resultados no son tan claros sugiriendo que 
la  explicación  del  funcionamiento  de  EphB2  y  EphB3  en  la  maduración  del  epitelio 
tímico  es  más  compleja.  Para  analizar  este  hecho,  consideramos  la  señalización 
mediada por EphB2 y por EphB3, no por separado, si no de manera conjunta. 
Si se comparan las quimeras formadas por progenitores linfoides WT con E: EphB2‐/‐ o 
EphB3‐/‐,  o  la  combinación  contraria,  progenitores  mutantes  y  estromas  WT,  en 
cualquiera  de  ellas  hay  un  aumento  de  MTS20+,  más  importante  cuando  los 
progenitores son EphB2‐/‐, lo que puede significar un retraso en su maduración, pero 
también que este tipo de aproximación experimental conduce a una acumulación de 













¿Qué  nos  dicen  a  este  respecto  los  resultados  obtenidos  con  las  quimeras?  En  el 
análisis  realizado,  la  presencia  de  señales  EphB2  (F  transmitida  en  progenitores 
linfoides  más  R  inducidas  en  TECs  (E:  WT;  PL:  EphB3‐/‐)  o  viceversa  (E:EphB3‐/‐; 
PL:WT))  (ver  Fig.  168D,  169D)  resulta  en  un  porcentaje  de  células  medulares  Ly51‐
UEA1+  igual  o mayor  que  los  valores  control.  Por  el  contrario,  aún  en  presencia  de 
señales  F  y  R  mediadas  por  EphB3,  la  proporción  de  células  corticales  Ly51+UEA1‐ 
disminuían en cualquiera de  las  condiciones estudiadas  (E: EphB2‐/‐; PL: WT, ver  Fig 
169C o E: WT; PL: EphB2‐/‐, ver Fig. 168C). En nuestros resultados, sólo la combinación 








menos  células  linfoides  que  los  WT  (Kendall  y  cols.,  1988;  Martin‐Fontecha  y  cols., 
1992). 
 





era  identificar  la  población  o  poblaciones  primitivas  en  las  que  podía  iniciarse  el 
proceso.  Se  trataba,  en  esencia,  de  intentar  identificar  entre  las  poblaciones  más 
inmaduras si alguna es particularmente sensible a la falta de las EphB. A tal fin se han 
desarrollado  protocolos  similares  a  los  publicados  por  otros  autores,  incluso  se  ha 
trabajado  directamente  en  sus  laboratorios,  se  han  probado  distintas  poblaciones 
purificadas  y  protocolos  para  conseguir  la máxima  interacción  entre  las  TEC  aisladas 





cantidad  de  células  epiteliales  de  las  que  partimos,  pero  las  disponibilidades  del 
animalario de la UCM no nos permiten estabular más ratones para poder hacer pools 
mayores con los que obtener un número suficiente de células. Esta parte del proyecto 
se  ha  abandonado  pero  creemos  importante  y  honesto  señalar  lo  relevante  de  esta 
aproximación y reconocer, en cualquier caso, nuestro fracaso. 
Origen  de  los  cambios  observados  en  los  timos  deficientes  en  EphB  que 
conducen a sus fenotipos característicos 
Hasta  ahora  hemos  analizado  posibles  causas  responsables  de  los  fenotipos 
observados  en  los  timos  deficientes,  como  el  menor  índice  de  colonización  de  los 
progenitores fetales, el  incremento de  la muerte tanto en  la población  linfoide como 
en  las  TEC,  el  menor  índice  proliferativo  y  el  retraso  en  la  maduración  de  los 
progenitores  linfoides  y  epiteliales.  Hemos  apuntado  también  que  todos  estos 
procesos están relacionados entre sí y sus efectos son cumulativos incrementando las 






Numerosos  estudios  han  considerado  que  el  crosstalk  T‐TEC  es  esencial  para  la 




y  la aparición de  la  región medular está asociada en el  timo adulto a  la aparición de 
timocitos SP (Gray y cols., 2006) y a la de células T Vγ5+ y LTi en el fetal (Roberts y cols., 
2012). Consiguientemente un posible origen de los fenotipos encontrados en los timos 
mutantes  podría  estar  relacionado  con  defectos  en  dichas  interacciones.  De  hecho, 







tridimensional esencial para  la evolución del  tejido  tímico. Cualquier alteración en  la 
colonización linfoide o el bloqueo de su diferenciación resulta en la desorganización de 
la red tridimensional y la aparición de quistes epiteliales donde el epitelio revierte a la 
condición  bidimensional  (van  Ewijk  y  cols.,  2000).  Este  proceso  puede  prevenirse 
suministrando células  linfoides. Así,  timos SCID, que contienen progenitores  linfoides 
tempranos,  organizan  una  corteza  tímica  pero  no  una  médula,  lo  que  puede 
conseguirse  si  se  añaden  timocitos maduros  CD4+  o  CD8+  (Shores  y  cols.,  1991;  van 
Ewijk y cols., 1994). 
De forma curiosa, recientemente demostrábamos una condición semejante en ratones 
con defectos en ephrina‐B1 y/o  ‐B2 condicionados a  timocitos o TEC  (Cejalvo y cols., 
2015)  indicando que  las  interacciones  Eph/ephrinas‐B pueden  afectar  la maduración 
de  timocitos  y  TEC  alterando  sus  mecanismos  de  crosstalk.  En  realidad,  en muchas 
otras  condiciones  in  vivo  e  in  vitro,  algunas mencionadas  ya  en  esta  discusión,  han 
demostrado la dependencia de las interrelaciones timocitos‐epitelio tímico de las Eph 
y ephrinas: 
- El bloqueo de  la maduración de  timocitos DP observado en  ratones EphA4‐/‐ 
correlaciona con el colapso del epitelio cortical (Munoz y cols., 2006). 
- La colonización de  lóbulos alinfoides deficientes en EphB por  células  linfoides 
WT induce diferenciación epitelial, aunque no exactamente igual a la observada 
en  los  timos  EphB  KO,  indicando  que  el  proceso  está  gobernado 
autónomamente  por  el  epitelio,  pero  los  timocitos  ejercen  cierto  papel  no 
autónomo (Garcia‐Ceca y cols., 2009b). 
- RTOCs  formados  con  TEC  fetales  y  timocitos  DP  en  presencia  de  proteínas 
bloqueantes  ephrina‐B1Fc  desorganizan  la  red  epitelial,  previenen  las 
interacciones timocitos‐TEC y alteran la señalización mediada por el TcR (Alfaro 
y cols., 2007). 





- La  migración  in  vitro  de  timocitos  por  el  estroma  tímico  puede  regularse 
inhibiendo  la  señal  mediada  por  EphB2  o  modulando  negativamente  sus 
interacciones con ephrinas‐B (Stimamiglio y cols., 2010). 
En el presente trabajo, tanto lóbulos tímicos WT como deficientes en EphB cultivados 5 
días en ausencia de  timocitos  (tratados  con 2’‐dGuo) muestran mayores porcentajes 
de células MTS20+ y menores de MTS20‐ en comparación a los cultivos mantenidos con 
timocitos,  en  ausencia  de  2’‐dGuo.  Anteriormente,  ya  hemos  discutido  la  relación 
entre el número de células  linfoides colonizadoras del primordio tímico de 12.5F y  la 
proporción de células inmaduras MTS20+ y, en esa misma línea, como el bloqueo de las 
interacciones  Eph/ephrinas‐B  en  FTOC  bloquean  la  diferenciación  de  esa  población 
epitelial. En esos experimentos,  los  lóbulos alinfoides tratados o no con proteínas de 
fusión  también  acumulaban  células  inmaduras MTS20+,  algo  descrito  anteriormente 
por otros autores (Rossi y cols., 2007c). 
En  el  caso  de  los  lóbulos mutantes,  cultivados  con  o  sin  timocitos,  solamente  había 
diferencias  entre  ellos  cuando  los  cultivos  contenían  timocitos;  entonces  los  lóbulos 
EphB2‐/‐ tenían mayores porcentajes de MTS20+ y menores de MTS20‐ que los FTOCs 
establecidas  con  las  otras  células  mutantes.  Estas  diferencias  desaparecen  en  los 
cultivos  tratados  con  2’‐dGuo.  Es  obvio  que  en  los  FTOCs  WT  sin  timocitos  la 
señalización  Eph/ephrina‐B  sólo  desaparece  entre  timocitos  y  TECs,  mientras  en  los 
FTOCs  mutantes,  tampoco  la  hay  entre  TEC  y  TEC.  Para  confirmar  este  extremo, 
tratamos  lóbulos WT 13.5F alinfoides con proteínas de fusión. Aquí, tras desaparecer 
los  timocitos  las proteínas bloquean  las  interacciones homotípicas TEC‐TEC.  En estos 
lóbulos  hay  un  aumento  de  la  proporción  de  células  MTS20+  y  un  descenso  de  las 
MTS20‐ confirmando la relevancia de la señalización Eph/ephrina establecida entre las 
propias  TEC,  algo  que  también  habíamos  descrito  anteriormente  en  relación  con  la 
supervivencia del epitelio tímico mutante (Garcia‐Ceca y cols., 2013). 










estudio  in  vitro  de  las  interacciones  timocitos‐TEC  (Hendrix  y  cols.,  2010),  que 
utilizamos  aquí  para  evaluar  si  su  formación  y  organización  se  altera  en  los  timos 
deficientes en EphB, confirmándonos, una vez más,  la relevancia de  las  interacciones 
timocitos‐TEC  mediadas  por  estas  moléculas  para  la  aparición  de  los  fenotipos 
observados. No hay, hasta nuestro conocimiento, ningún estudio similar sobre células 
nurse y Eph/ephrinas. 
En  general,  la  caracterización  de  las  células  nurse  confirma  su  fenotipo  cortical 
anteriormente  descrito  (Hendrix  y  cols.,  2010;  Chilukuri  y  cols.,  2014).  Nuestros 
resultados demuestran que estas células expresan Ly51, CD205, CD40 y MHCII, pero no 
MTS20 o marcadores medulares, como K5. Otros autores han demostrado que el 10% 
de  las TEC β5t+  son  células nurse  en  timo adulto  (Nakagawa y  cols.,  2012).  Por otro 
lado, dada la participación de Eph y ephrinas en los procesos de atracción/repulsión y 
adhesión celular no es de extrañar que, tanto las células epiteliales como los timocitos 
que  forman  los  complejos  linfo‐estromales  expresen  EphB2  y  EphB3  y  sus  ligandos, 
ephrina‐B1  y  ephrina‐B2,  condición necesaria para poder  adscribir  a  estas moléculas 
los cambios que pudieran generar en las células nurse su falta. 
Sobre esta base, nuestros resultados demuestran que los timos deficientes en EphB2 o 
en  EphB3  generan menos  células nurse  que  los WT, mientras  los  EphB2LacZ  forman 
significativamente  más,  sugiriendo  la  importancia  de  las  señales  reverse  en  su 
formación.  Aunque  los  modelos  no  son  exactamente  iguales,  utilizando  conjugados 
establecidos  con  TECs  y  timocitos  DP  obtuvimos  resultados  similares.  El  número  de 
aquellos establecidos con timocitos EphB2‐/‐ o EphB3‐/‐ era menor que los formados 
con células WT, mientras que  los que usaban EphB2LacZ generaban más conjugados 
(Alfaro  y  cols.,  2011).  Por  otro  lado,  es  conocido  que  las  células  nurse  albergan  un 
número muy  variable de  timocitos,  entre 7  y  50  (Hendrix  y  cols.,  2010).  En nuestras 
manos,  el  50%  de  los  complejos  obtenidos  de  timos  WT  contienen  6‐10  timocitos, 





los  que  tienen  más  o  menos  timocitos  aunque  sin  llegar  a  mostrar  diferencias 
significativas. 
Un vez más estos experimentos demuestran la relevancia de las Eph/ephrinas‐B en las 
interacciones  timocitos‐TEC  que  in  vivo  e  in  vitro  son  esenciales  para  la maduración 
funcional de ambos componentes tímicos 
Relevancia  de  la  expresión  de  Eph  y  ephrinas‐B  en  los  primordios  tímicos 
tempranos 
Aunque ya habíamos publicado previamente  la expresión de  las EphB2 y EphB3 y  las 
ephrinas‐B1  y  ‐B2  en  timo  adulto  y  fetal  (Alfaro  y  cols.,  2008),  necesitábamos  un 
análisis  más  exhaustivo  a  fin  de  que,  si  ello  fuera  posible,  identificar  poblaciones 
celulares  tímicas  donde  algunas  de  estas  moléculas  se  expresaran  de  manera 
particularmente  relevante  o,  todo  lo  contrario,  no  lo  hicieran  y,  así,  intentar 
correlacionar  esa  particular  expresión  con  los  cambios  fenotípicos  de  los  timos 
mutantes.  Nuestros  resultados  confirman,  en  primer  lugar,  que  todas  esas  Eph  y 
ephrinas‐B  se  expresan  en  todas  las  poblaciones  linfoides  y  epiteliales  en  todos  los 
estadios estudiados, de manera que tanto timocitos como TEC expresan las moléculas 
y  podrían  estar  recibiendo  tanto  señales  forward  como  reverse.  Sin  embargo,  hay 
diferencias  cuantitativas muy  importantes,  aunque  es  difícil  correlacionarlas  con  los 
cambios  observados  en  el  componente  linfoide  o  epitelial  de  los  timos  mutantes 
porque  no  sabemos  cuantas  moléculas  hacen  falta  para  que  se  activen  (o  inhiban) 
estas vías de señalización ni cuantas células deben expresarlas para que su falta afecte 
sustantivamente  al  órgano.  No  obstante,  podemos  apuntar  algunas  especulaciones 
generales que como tales han de considerarse y que discutimos a continuación. 
El  porcentaje  de  células  que  expresan  Eph  y  ephrinas‐B  es  mucho menor  entre  los 
timocitos  que  en  las  TECs,  y  también  entre  ellas  hay  diferencias  destacables.  Esta 
diferente expresión podría  explicar porque  los  efectos de  la  falta de EphB2 o  EphB3 









Por  otro  lado,  aunque  en  el  estudio  no  se  han  identificado  las  poblaciones  linfoides 
que expresan Eph/ephrinas‐B entre 12.5F y 15.5F han de corresponder a timocitos DN 
y, más concretamente, a células DN1 y DN2 hasta 13.5F y a DN3 y DN4 a 14.5F y 15.5F. 
No  hay  ningún  dato  similar  en  la  literatura;  solamente  Shimoyama  y  colaboradores 






estudiados  en  nuestro  trabajo:  proporción  y  número  de  células  EpCAM+CD45‐, 




habíamos  visto  en  timos  adultos  que  la  menor  colonización  de  timos  EphB2‐/‐ 
correlaciona con una reducción de la expresión de ephrina‐B1 y ‐B2 en los endotelios 




EphB2 y ephrina‐B2).  Los valores de  la ephrina‐B1  son mucho más bajos  (20‐40% de 
células epiteliales totales positivas) y apenas varían entre 12.5F y 15.5F. 
A  la  hora  de  correlacionar  estos  resultados  con  los  obtenidos  en  nuestros  estudios 
fenotípicos recordemos que a 12.5F  las poblaciones predominantes son  las MTS20+ y 
Ly51‐UEA1‐,  empezando  la  up‐regulación  de  Ly51  y  ligeramente  de  UEA1  a  13.5F;  a 
14.5F hay poblaciones corticales Ly51+UEA1‐, que continúan regulando positivamente 
la  expresión  de  Ly51  y  también  empieza  en  este  estadio  la  del  marcador  medular 





principio del  desarrollo,  sobre  todo a 12.5F,  y,  en  general,  la  expresión de EphB2 es 
ligeramente  mayor  que  la  de  EphB3.  El  patrón  de  evolución  de  la  expresión  de 
Eph/ephrinas‐B  de  las  células  Ly51‐UEA1‐  es  prácticamente  igual  al  de  la  población 
epitelial total, con una fuerte expresión al principio, seguida de caída. EphB2 y EphB3 
se  expresan  en  un  porcentaje  algo  menor  en  células  Ly51+UEA1‐,  pero  más  células 
expresan  ephrina‐B1.  Las  poblaciones  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  tienen  patrones 
similares con un alto porcentaje de células positivas para las cuatro moléculas a 12.5F 
y 13.5F, y luego una brusca caída.  
No  obstante,  si  queremos  relacionar  estos  datos  con  los  fenotipos  epiteliales 
observados en los timos mutantes a lo largo del desarrollo debemos considerar que en 
los  estadios  analizados  el  porcentaje  de  células  Ly51‐UEA1‐  y  Ly51+UEA1‐  es 
particularmente  alto,  mientras  los  valores  de  Ly51+UEA1+  y  Ly51‐UEA1+  respecto  al 
epitelio  total  son  mínimos.  Analizando  desde  estas  consideraciones  la  expresión  de 
Eph y ephrinas‐B, sólo hay un porcentaje importante de células que expresan Eph y/o 
ephrinas‐B  en  las  poblaciones  Ly51‐UEA1‐  y  Ly51+UEA1‐, mayores  en  la  primera,  que 
vuelve a repetir el perfil de evolución de la población epitelial total, con valores altos 
para  EphB2  y  EphB3,  y menores  para  las  ephrinas,  sobre  todo,  ephrina‐B1  a  12.5F, 
cayendo después hasta porcentajes mínimos a 14.5F y 15.5F para las cuatro moléculas. 
Los únicos datos sobre la expresión de Eph/ephrinas‐B durante el desarrollo tímico han 
sido  publicados  por  nosotros  (Cejalvo,  2011),  pero  se  utilizó  una  aproximación 
experimental  muy  distinta  a  la  aquí  mostrada.  En  primer  lugar,  se  aislaron  dos 
poblaciones,  EpCAM+CD45‐Ly51‐,  considerada  medular,  y  EpCAM+CD45‐Ly51+, 





16  días  demostró  que  a  lo  largo  del  desarrollo,  en  coincidencia  con  nuestros 
resultados,  la  expresión  de  EphB1,  EphB2  y  EphB3  disminuían  de  12F  a  16F;  la 
expresión de las otras dos EphB no estudiadas aquí, aumentaba en el caso de EphB4 y 
se mantenía  igual en el de EphB6. Respecto de las ephrinas,  la expresión de ephrina‐








En  conjunto,  estamos  en  los  estadios  del  desarrollo  tímico  en  los  que  se  están 
produciendo las primeras interacciones entre el primordio epitelial y los progenitores 
linfoides  que  lo  colonizan  y,  después,  entre  las  distintas  subpoblaciones  DN  y  las 
células  Ly51+  que  constituyen  la  corteza  en  expansión.  En  ellos,  la  falta  de  Eph  y 
ephrinas‐B, particularmente,  la de EphB2, EphB3 y ephrina‐B2, afectaría  las primeras 
etapas del desarrollo epitelial, básicamente a las poblaciones Ly51‐UEA1‐ y Ly51+UEA1‐, 
predominantes  a  12.5F  y  13.5F,  e  indirectamente,  las  alteraciones  sufridas  por  esas 
poblaciones afectarían después a otras de estadios posteriores.  
Los  cambios  celulares  que  ocurren  en  el  epitelio  podrían  modular  las 
interacciones timocitos/TEC 
En relación con el epitelio, una de las primeras cosas que llama la atención al observar 
a microscopía de  luz, microscopía  electrónica o  inmunohistoquímica,  una  sección de 
los  timos mutantes es  la profunda alteración  sufrida por  la morfología de  las  células 
epiteliales  o  incluso,  en  algunas  zonas,  la  falta  de  tales  células  que  aparecen  a 
microscopía electrónica degeneradas, dejando amplias zonas tímicas en las que parece 
que  los  timocitos  estuvieran  “flotando”  en  un masa  de  restos  de  células  epiteliales 
totalmente  aislados  de  las  TECs  más  próximas,  lo  cual,  evidentemente,  impide  las 
interacciones entre ellas y con los timocitos (Garcia‐Ceca y cols., 2009a). 
Intentamos,  entonces,  confirmar  estos  resultados  cuantificando  los  cambios  sufridos 
en  la morfología de  las TECs mutantes para  lo que, ante  la  imposibilidad de seguir  in 
situ  los  procesos  celulares  de  las  células  epiteliales  en  las  secciones  histológicas 
tímicas,  utilizamos  RTOCs  establecidos  a  partir  de  TECs WT,  EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐  de 
14.5F o derivadas de lóbulos tímicos WT 14.5F tratados con los anticuerpos inhibitorios 
anti‐EphB2 o anti‐EphB3.  
Antes  de  analizar  la morfología  epitelial  y  la  organización  histológica  de  todos  estos 







los  lóbulos  tratados  (ver  Fig.  192)  y  de  los  timos  adultos  mutantes  eran  realmente 
parecidas. Para ello, comparamos por Western Blot los niveles de tirosinas fosforiladas 
totales  y  específicas  del  dominio  citoplásmico  de  EphB3  o  EphB2  en  suspensiones 
tímicas totales de 14.5F tratadas con los anticuerpos a testar, con proteínas de fusión 
clusterizadas ephrina‐B1Fc más ephrina‐B2Fc o con un Fc control. En el caso de EphB2, 
el  anticuerpo  utilizado  era  también  capaz  de  detectar  EphB1  por  no  existir  en  el 
mercado uno exclusivo de EphB2. En primer lugar, las proteínas de fusión confirmaron 
la  respuesta  de  los  receptores  EphB2  y  EphB3  a  su  estimulación,  aumentando 
significativamente  la  fosforilación de  los residuos de tirosina, algo que, en el caso de 
EphB2,  había  sido  ya  descrito  en  otros  sistemas  celulares  (Nakada  y  cols.,  2004; 
Groeger  y  Nobes,  2007).  Por  el  contrario,  tanto  los  anticuerpos  anti‐EphB2  como 
aquellos específicos de EphB3 inducen en las células niveles de fosforilación en tirosina 
total y específica más bajos que los controles. 
Una  vez  confirmada  la  naturaleza  inhibidora,  no  activadora,  de  los  anticuerpos 
utilizados  en  nuestro  estudio  comprobamos  que  en  los  RTOCs  la  organización 
histológica  del  epitelio  y  la  morfología  de  las  células  epiteliales  se  alteraban 
pareciéndose a la de los cortes tímicos respectivos que se observaban in situ. Es decir, 
el  modelo  reproduce,  parcialmente  al  menos,  el  fenotipo  epitelial  de  los  timos 
mutantes  y  WT.  La  cuantificación  de  los  procesos  epiteliales  de  cada  condición 
confirma  la  retracción  de  los  procesos  epiteliales  de  las  TECs  EphB2‐/‐  o  de  las WT 
tratadas con anticuerpos anti‐EphB2 y la pérdida de las ramificaciones laterales de los 






la  red  de  actina  (Mellitzer  y  cols.,  2000;  Klein,  2001;  Kullander  y  Klein,  2002;  Ting  y 





morfología de  las espinas dendríticas neuronales  (Henkemeyer y cols., 2003).  La  falta 








Estos  datos  confirman,  por  tanto,  nuestra  idea  de  que  en  los  timos  deficientes  en 
EphB, una de las causas de las alteraciones en las interacciones timocitos‐TEC, cruciales 
para  la  correcta  maduración  de  las  dos  poblaciones  tímicas,  es  la  alteración  del 
citoesqueleto de  las TEC debido a  la falta de señalización a través de EphB2 o EphB3 
que  resulta,  finalmente,  en  acortamiento  o  eliminación  de  los  procesos  epiteliales 
dificultando las mencionadas interacciones “físicas” entre timocitos y TECs. 
La deficiencia en EphB podría cursar también con ausencia o reducción de las 
células  linfoides  implicadas en  la maduración epitelial o de  las  señales moleculares 
implicadas 
Numerosas moléculas pertenecientes a  la  familia del TNF y sus  receptores, TNFR, así 
como otras de distintas vías de señalización vinculadas al factor de transcripción NF‐κB 
son  necesarios  para  la  maduración  del  epitelio  medular  en  procesos  donde  son 
necesarios contactos célula a célula (Lucas y cols., 2016). Ya hemos discutido el posible 
significado a este respecto de las alteraciones en los procesos celulares que ocurren en 
las  TECs  mutantes  y  ahora  veremos  los  observados  en  las  poblaciones  linfoides 
implicadas en estos procesos. Teniendo en cuenta que la señalización mediada a través 
del  par  RANK/RANKL  se  considera  implicada  en  la  maduración  inicial  de  las  mTEC, 
mientras  que,  postnatalmente,  el  proceso  requiere  de  la  cooperación  entre  esas 






del epitelio, analizamos  la condición de  las células que  intervienen en estos procesos 
en dicho periodo que utilizan RANK/RANKL como vía de señalización. 
En  el  timo  adulto,  la  activación  RANK/RANKL  está  mediada  por  células  CD4+ 
seleccionadas positivamente (Klein y cols., 2014; Shah y Zuniga‐Pflucker, 2014). Por el 
contrario,  en  el  embrionario,  las  células  inductoras  linfoides  (LTi)  RORγt+  y  células  T 
canónicas Vγ5+ (Rossi y cols., 2007c; Roberts y cols., 2012) son las células responsables 
del  inicio  de  la  maduración  del  epitelio  medular.  Presumiblemente,  también  estén 
implicadas en el proceso células  iNKT que expresan RANKL y CD40L, y  cuya ausencia 
resulta en  reducción de mTEC AIRE+  (White y  cols.,  2014).  Por otro  lado, puesto que 
ratones dKO para células RORγt+ y Vγ5+ muestran el mismo fenotipo que los mutantes 
en los que falta uno solo de los dos tipos celulares, sugiriendo que sinergizan entre sí 




menor  proporción  de  células  CD45RB+Vγ5+  en  los  timos mutantes,  estadísticamente 
significativa en los timos EphB2LacZ y EphB3‐/‐, pero no en los EphB2‐/‐, indicando que 





TECs  cuyos  procesos  celulares  se  han  acortado  o,  incluso  en  algunas  zonas, 
desaparecido, parece clave conocer la condición de la expresión de RANK y RANKL en 
las TECs y en las células linfoides fetales, respectivamente, de los timos mutantes. No 
obstante,  no  debemos  olvidar  que  esto  es  una  mera  aproximación  fenotípica  al 
problema pues desconocemos el número de moléculas de uno u otro  tipo necesario 
para  trasmitir  la  señal adecuada para disparar  la maduración epitelial. El análisis por 
citometría  de  flujo  de  la  proporción  de  células  Vγ5+  que  expresan  RANKL  en  timos 
fetales WT y mutantes muestra que dicho porcentaje era significativamente más bajo 
en los timos EphB2‐/‐, más alto en los EphB3‐/‐ e igual en los EphB2LacZ respecto a la 




considerando  el  porcentaje  de  células  Vγ5+RANKL+  en  los  timos  totales,  todos  los 
mutantes muestran  valores  significativamente más  bajos  que  los WT.  En  el  caso  de 
RANK se valoraron por qPCR los transcritos presentes en TECs totales de 15.5F aisladas 
por  sorting.  En  este  caso,  ninguno  de  los  tres  mutantes  muestra  diferencias 
significativas respecto a  los valores control. Globalmente, por  tanto, estos resultados 
apoyan  la  posibilidad  de  que  en  los  timos mutantes  la  señalización  a  través  del  par 
RANK/RANKL  sea  menor,  contribuyendo  al  retraso  observado  en  la  maduración  del 
epitelio medular. 
Si  esta  hipótesis  es  cierta,  la  estimulación  suplementaria  de  la  vía  de  RANK  podría 
revertir total o parcialmente el fenotipo epitelial observado. Confirmamos, en primer 
lugar, como hemos hecho en otros apartados de este trabajo, el efecto de la falta de 





timocitos  es  significativamente  menor  que  en  los  FTOCs  control.  No  había 
diferenciación epitelial ni en FTOC WT ni en mutantes cuando se eliminan los timocitos 




Para  apoyar  nuestra  idea  del  papel  de  la  señalización  RANK  en  el  retraso  de  la 
maduración  epitelial  en  timos  deficientes  en  EphB,  se  trataron  FTOCs  alinfoides  de 
14.5F WT y mutantes con un anticuerpo agonista anti‐RANK, que suple la ausencia de 





epitelio medular  tímico  (Rossi  y  cols., 2007c; Akiyama y cols., 2008; Hikosaka y cols., 












que  dos  quimiocinas,  CCL19  y  CCL21,  involucradas  en  timos  adultos  en  la migración 
desde  la  corteza  de  timocitos  CCR7+  seleccionados  positivamente  a  la  médula, 
muestran  valores  más  bajos  en  las  TECs  mutantes,  aunque  no  siempre 
significativamente.  La  falta  de  estas  moléculas  bloquea  o  reduce  la  llegada  de  los 




Hay  que  considerar,  sin  embargo,  que  nuestra  situación  experimental  no  es  igual 
porque  los valores eran significativamente bajos a 15.5F, cuando ni hay definida una 
corteza y una médula, y el 95% de las células linfoides que contienen los timos en este 
estadio  son  DN  con  proporciones  muy  pequeñas  de  timocitos  SP.  No  obstante,  en 





están  atrayendo  menos  timocitos  a  la  incipiente  médula  dificultando  con  ello  las 




Con  todo,  los  datos  en  la  literatura  que  permiten  aventurar  una  conexión  directa  o 





a  la condición aquí estudiada. Un  factor que podría estar  implicado en el proceso es 


























estudiados  han  sido  señaladas  puntualmente  en  los  respectivos  apartados,  en  esta 










analizados,  de  manera  que  su  ausencia  resulta  en  un  fenotipo  más  severo.  Dichos 
parámetros  incluyen:  el  porcentaje  de  las  poblaciones  linfoides,  su  nivel  de 
proliferación  y  el  retraso  en  la  maduración  de  las  poblaciones  DN.  En  cuanto  al 
porcentaje de células apoptóticas es mayor en los estadios estudiados en timos EphB3‐
/‐ que en EphB2‐/‐, porque la maduración de las poblaciones linfoides es más rápida en 
los  primeros  y  alcanzan  antes  los  estadios  DN4/DP  en  los  que  la  muerte  celular  es 
mayor,  aunque  esto  no  se  aprecie  aún  a  13.5F  ni  hayamos  evaluado  la muerte  por 
subpoblaciones DN  y DP.  En  el  caso del  componente  epitelial,  la  ausencia  de  EphB2 
genera una mayor acumulación de células EpCAM+CD45‐ que la de EphB3, a lo que no 
contribuye el porcentaje de TECs apoptóticas, así como de TECs  inmaduras MTS20+ y 
un  mayor  retraso  en  la  maduración  de  las  poblaciones  TECs  medulares  maduras 
UEA1hi,  MHCIIhi,  CD40med/hi,  CD80+  y  AIRE+,  lo  que  podría  estar  relacionado  con  un 
menor porcentaje de células RANKL+ en la población Vγ5+, implicadas en la maduración 
del  epitelio medular,  en estos  timos deficientes  en EphB2.  Esta mayor  relevancia de 
EphB2 para el desarrollo del  epitelio medular  ya había  sido puesta de manifiesto en 
experimentos  en  los  que  lóbulos  tímicos  alinfoides  de  13.5F  deficientes  en  EphB2‐/‐ 
trasplantados  bajo  la  cápsula  renal  de  ratones  WT  mostraban  tras  4  semanas  una 





por  EphB2,  que  parece  la  realmente  esencial  para  gobernar  el  comportamiento  de 
todos estos elementos tímicos. Esta condición de señalización accesoria o adicional de 
la  señal  reverse  de  EphB2  ya  había  sido  puesta  de  manifiesto  antes  en  distintos 







ratones EphB2LacZ  (Henkemeyer  y  cols.,  1996).  También,  la  recuperación de  la  señal 
reverse  mediada  por  EphB2  es  esencial  para  el  correcto  desarrollo  de  la  retina  en 
vertebrados  (Birgbauer  y  cols.,  2000)  o  para  la  proyección  de  los  axones 
contralaterales del núcleo coclear ventral (Hsieh y cols., 2010).  
En relación con la maduración linfoide, ratones SCID que reciben progenitores Lin‐ de 
médula ósea de  ratones EphB2LacZ  tienen un  fenotipo  tímico menos  severo que  los 





mediadas  por  EphB2  y  EphB3  (Alfaro  y  cols.,  2011).  Igualmente,  el  número  de 
conjugados  establecidos  entre  timocitos  y  TECs  disminuye  cuando  se  usan  DP 
deficientes en EphB2 o EphB3, pero aumentan con timocitos DP EphB2LacZ, aunque la 
señal  reverse  trasmitida  por  las  células  DP  EphB2LacZ  no  es  capaz  de  activar 






está  poniendo  de  relieve  la  preponderancia  de  la  señalización  forward mediada  por 
EphB3 para el desarrollo del epitelio cortical, que es el que sufre  la mayor expansión 
durante los primeros estadios del desarrollo, mientras que el crecimiento del epitelio 
medular  acontece  a  partir  de  17.5F  y,  sobre  todo,  en  el  periodo postnatal.  Además, 



















de  los  lóbulos  tímicos  es  igual  utilizando  células  EphB2‐/‐  y  EphB2LacZ.  Además,  en 
ensayos  de  migración  a  estímulos  hapto‐  y  quimiotácticos  se  da  una  condición 
intermedia:  la  migración  de  progenitores  Lin‐  y  timocitos  EphB2‐/‐  cae 
significativamente  mientras  la  de  células  EphB2LacZ  muestra  cierta  recuperación 
(Stimamiglio  y  cols.,  2010).  In  vivo,  por  otra  parte,  la  colonización  tímica  de 
progenitores  Lin‐  EphB2‐/‐  o  EphB3‐/‐  en  timos  adultos  se  reduce  respecto  a  la  de 
precursores  WT,  siendo  significativamente  menor  con  los  EphB2‐/‐  y  aconteciendo 
cierta  recuperación,  aunque  no  total,  cuando  se  ensayan  progenitores  EphB2LacZ. 
Igualmente,  cuando  se  ensaya  la  capacidad  de  progenitores  WT  para  colonizar 
estromas  tímicos  mutantes,  de  nuevo,  la  menor  colonización  sucede  con  estromas 
EphB2‐/‐  y  la  recuperación  con  estromas  EphB2LacZ  es  muy  parcial  (Alfaro  y  cols., 
2015). 
Es  importante hacer hincapié  en esta  especificidad de  los  fenotipos encontrados,  de 
hecho  ya  resaltada  en  nuestros  estudios  morfológicos  previos  (Garcia‐Ceca  y  cols., 
2009a),  porque  otros  autores,  como  ya  hemos  señalado,  han  justificado  la  falta  de 
fenotipos  tímicos  de  ratones  deficientes  en  Eph  o  ephrinas  sobre  la  idea  de  que  la 
expresión de otras moléculas de esta familia suplían la falta (Shimoyama y cols., 2002; 
Kawano  y  cols.,  2012;  Jin  y  cols.,  2014).  No  obstante,  explicar  los  mecanismos 
subyacentes a estas diferencias no es fácil. Aunque, en general, las rutas de activación 
de  EphB2  y  EphB3  son  comunes,  presumiblemente,  el  sistema  exhibe  cierta 




Esta  especificidad  es  dependiente  del  tipo  celular  y  del  contexto  de  la  estimulación 
celular, y está relacionada también con el hecho de que Eph/ephrinas coordina, como 
ya  hemos  discutido,  otras  vías  de  señalización  generando  redes  que  actúan 
conjuntamente para controlar  la  respuesta  final  (Arvanitis y Davy, 2008). En esencia, 
en el timo, como en otros órganos, el balance global y el tipo de señales mediadas por 
Eph y ephrinas, condiciona cuantitativa y cualitativamente la respuesta celular, lo que 
configura  un  sistema  extremadamente  plástico  en  el  que  unos  pocos  cambios 
producen fenotipos muy distintos (Wilkinson, 2003; Pasquale, 2005). 
 
Ratones  deficientes  en  EphB2,  EphB3  y  EphB2LacZ  no  muestran 
aparentemente signos de defectos inmunológicos 
A  pesar  de  las  importantes  alteraciones  en  la  organización  histológica  del  timo,  del 
reducido  número  de  timocitos  y  del  descenso  de  las  proporciones  de  células  β5t+  y 
AIRE+  durante  el  periodo  fetal  tardío  y  postnatal,  los  ratones  deficientes  en  EphB2, 
EphB3  o  los  EphB2LacZ  son  capaces  de  vivir  en  condiciones  de  no  esterilidad,  sin 
mostrar  aparentemente déficits  inmunológicos. Aunque no  se han  realizado ensayos 
inmunológicos  completos,  puesto  que  no  era  ese  el  objetivo  de  nuestro  trabajo, 
cuando  los  animales  fueron  sacrificados  no  se  apreciaron  evidencias  de malignidad, 
infecciones  ni  otras  alteraciones  que  nos  sugieran  la  existencia  de  dichos  déficits. 
Además,  no  habíamos  observado  en  estudios  previos  alteraciones  en  los  órganos 
linfoides  periféricos,  aparte  de  un  menor  número  de  linfocitos  T,  como  en  el  timo 
(Alfaro  y  cols.,  2008;  Munoz  y  cols.,  2009).  Estas  alteraciones  numéricas  no 
conllevaban,  sin  embargo,  variaciones  en  las  proporciones  de  las  subpoblaciones  T 




También un estudio previo había  revelado que  los  ratones deficientes en EphB2  y/o 
EphB3 mostraban escasas variaciones en el repertorio TcRαβ de células CD4+ tímicas y 





Había  también  otras  diferencias  específicas  mínimas  de  los  distintos  genotipos:  los 





Los  datos  en  la  literatura  acerca  del  estatus  inmunológico  en  relación  con  la  falta  o 
sobreexpresión de Eph y/o ephrina son escasos y contradictorios. Luo y colaboradores 





autores  no  han  observado  ningún  fenotipo  en  ratones  deficientes  en  EphB6 
(Shimoyama y cols., 2002). Recientemente, este último grupo tampoco ha encontrado 
alteraciones  inmunológicas  en  ratones  deficientes  en  EphB1,  EphB2,  EphB3  y  EphB6 
(Kawano  y  cols.,  2012).  Sorprendentemente,  tampoco  la  eliminación  selectiva  de 
EphB4  en  TECs  cursa  con  defectos  en  el  desarrollo  de  los  timocitos  o  en  la 
funcionalidad T (Jin y cols., 2014). Hay que advertir, no obstante, que en estos ratones 
la deleción del gen no era completa. Por el contrario, este mismo grupo describió que 




doble  KO  es  menos  susceptible  a  encefalomielitis  autoinmune  experimental  (EAE), 
exhibiendo  menor  infiltración  T  del  parénquima  nervioso,  debido  a  bloqueo  de  la 
quimiotaxis linfoide, y menores respuestas proliferativas T específicas a mielina (Luo y 
cols., 2016). Este estudio concluye que ephrina‐B1 y ephrina‐B2 serían necesarias para 
el  óptimo desarrollo  de  células  T  proinflamatorias  Th1  y  Th17.  Anteriormente,  estos 
autores  alcanzaron  resultados  similares  utilizando  estos  ratones  doble  KO 
condicionado en el estudio de la artritis inducida por colágeno. En dichos ratones, los 






También  nuestro  grupo  ha  descrito  que  la  deleción  específica  de  ephrina‐B1  y/o 
ephrina‐B2 en TECs cursa con una reducción en la proporción de células TcRαβhiCD69hi, 





DN.  Resaltábamos  entonces,  que  el  factor  de  transcripción  Krox20/Egr2,  que  es  un 
regulador directo de la expresión de EphA4 en otros tipos celulares, está implicado en 
la  transición  de  los  timocitos  DN  a  DP  (Carleton  y  cols.,  2002)  y  en  la  selección 
intratímica (Shao y cols., 1997). 
Con  todo,  es  difícil,  entender  como  las  importantes  alteraciones  histológicas 
observadas  en  los  timos  deficientes  en  EphB  no  cursen  con  defectos  inmunológicos 
consecuencia  de  alteraciones  en  la  selección  positiva  y/o  negativa  de  los  timocitos, 
contraviniendo  la  conocida  relevancia  de  las  interacciones  T‐TECs  en  estos  procesos 
que  venimos  proclamando  a  lo  largo  del  presente  trabajo.  En  este  sentido,  hay  que 
apuntar que nuestros resultados demuestran un retraso en la maduración del epitelio 
tímico,  consecuencia  de una menor  colonización  linfoide del  primordio  del  órgano  y 
alteraciones  en  su  supervivencia,  proliferación  y  diferenciación  consecuencia, 
presumiblemente, de alteraciones en distintas moléculas  implicadas en  todos y  cada 




interacciones  T‐TECs  establecidas  son  suficientes  para  una  adecuada maduración  de 
los linfocitos T en los ratones mutantes. Por otra parte, esta condición no es exclusiva 
de los ratones deficientes en EphB. La deleción condicionada de Stat3 en mTECs K5+, a 
la  que  antes  aludíamos,  que  cursa  también  con  alteraciones  en  la  organización 







que  con  unas  pocas  áreas  del  estroma  tímico  inalteradas  podría  conseguirse  una 
maduración  funcional  normal  de  los  timocitos  (Revest  y  cols.,  2001;  Osada  y  cols., 
2006). Otros autores han ido más lejos, asegurando que unas “perfectas” interacciones 
T‐TEC  no  son  esenciales  para  la  generación  de  un  repertorio  T  inmunológicamente 
competente (Benz y cols., 2004). 
Futuras investigaciones 
Nuestros  estudios  sobre  Eph/ephrinas‐B  y  timo  hace  mucho  que  demostraron  la 
relevancia de estas moléculas en distintos procesos del desarrollo y la homeostasis del 
órgano,  así  como  su  implicación  en muchas  etapas  del  funcionamiento  tímico,  algo 
muy  poco  frecuente,  salvo  en  el  caso  de  algunos  morfógenos  y  de  Foxn1.  En  el 














Todos  estos  defectos  están  relacionados  con  alteraciones  en  distintas  vías  de 
señalización  implicadas  en  supervivencia,  proliferación  y  diferenciación  de  los 
componentes tímicos como IL7/IL7R, Dll4/Notch, TcRβ, FGF7/FGFR2IIIb, RANK/RANKL 






Quedan,  no  obstante,  algunos  puntos  cruciales  por  resolver  de  los  que,  aunque 
tenemos algunos resultados parciales, necesitamos evidencias. Sería necesario: 






























A  la  vista de  los  resultados obtenidos  y de  su  confrontación  con  los  existentes en  la 
bibliografía,  la  conclusión  general  de  nuestro  trabajo  es  que  EphB2  y  EphB3  son 
necesarias  para el  desarrollo  tímico.  Su  ausencia  provoca profundas  alteraciones  del 
epitelio  tímico  y,  en  menor  medida,  del  componente  linfoide,  quizás  porque  la 
expresión de las dos EphB y de sus ligandos ephrina‐B1 y ephrina‐B2 sea más baja en 
timocitos.  Tales  alteraciones  son  consecuencia  de  la  acumulación  de  defectos  en  la 
celularidad  del  órgano,  del  grado  de  proliferación  y  muerte,  del  retraso  en  la 






los  timos  EphB2lacZ  sólo  en  algunas  ocasiones  recupera  parcialmente  los 
fenotipos WT. 
2. Todos los timos mutantes muestran hipocelularidad a partir de 13.5F, antes en 
el  caso  de  los  timocitos.  Numéricamente,  las  diferencias  entre  timos  WT  y 
mutantes son enormes a partir de 14.5F‐15.5F. 
3. La  hipocelularidad  linfoide  se  inicia  con  una  menor  llegada  de  progenitores 
linfoides  PIRA/B+,  cuyo  número  es  normal  en  hígado  fetal,  consecuencia  de 
defectos  en  la  producción  de  quimiocinas  (CCL21,  CCL25,  CXCL12)  por  los 
epitelios tímicos mutantes que los atraen. 
4. Esta hipocelularidad linfoide aumenta sustancialmente con el mayor porcentaje 
de  células  CD45+ mutantes  apoptóticas  desde  13.5F  pero,  sobre  todo,  por  la 
reducción en el  índice de proliferación  linfoide que contribuye, a su vez, a un 
retraso  en  su  diferenciación,  con  acumulación  de  células  DN1  y  DN2  y  bajas 
proporciones  de  DN3,  particularmente  en  timos  EphB2‐/‐.  Este 
comportamiento está íntimamente relacionado con una menor actividad en los 






5. La  baja  proporción  de  progenitores  linfoides  de  los  timos  mutantes 





muestran  mayor  proporción  de  TEC  apoptóticas  y,  sobre  todo,  menores 
porcentajes  de  células  en  proliferación,  lo  que  influye  en  el  retraso  de  la 
maduración  tanto  de  las  cTEC  (Ly51+,  CD205+)  como  de  las  mTEC  (UEA1+), 
afectando  incluso  a  las  poblaciones  que  expresan  marcadores  funcionales, 
como CD40, CD80, MHCII, β5t o AIRE. 
7. En  los  primeros  estadios  (12.5F‐13.5F),  las  TECs  más  afectadas  por  la  baja 
proliferación  son  células  inmaduras MTS20+  o  Ly51‐UEA1‐,  y  células  corticales 
Ly51+UEA1‐. Si bien estos cambios no coinciden con variaciones en la expresión 
de  Foxn1,  clave  para  la  diferenciación  del  epitelio  tímico,  sugiriendo  que 
actuaría antes que  las EphB,  sí  lo hacen con  la presumible  caída en  los  timos 
mutantes  de  la  señalización mediada  por  FGFR2IIIb, máximo  regulador  de  la 
proliferación epitelial tímica. También, la máxima expresión de Eph y ephrinas‐
B en el epitelio tímico temprano contribuye a estos resultados. 
8. La  ausencia  de  EphB2  afecta,  particularmente,  el  desarrollo  del  epitelio 
medular mientras la de EphB3 es más importante para el del epitelio cortical, si 
bien  ambas  EphB  son  necesarias  para  la  correcta  maduración  de  los  dos 
compartimentos  tímicos.  La  recuperación  de  la  señal  reverse  mejora  algunos 
aspectos del fenotipo epitelial de los timos deficientes en EphB2, pero sin llegar 
al fenotipo WT, lo que incide en la relevancia de la señal forward de EphB2.  
9. El  estudio  de  quimeras  con  estromas  y/o  progenitores  linfoides  mutantes 
demuestra  que  la  falta  de  EphB2  y  EphB3  ocasiona  desequilibrios  en  la 
señalización  mediada  por  estas  moléculas  que  son  los  responsables  de  los 
fenotipos  observados,  siendo  tales  controles  distintos  en  el  caso  de  la 
celularidad  y  en  el  de  la  maduración  del  epitelio  tímico.  Así,  en  estas 




condiciones  experimentales,  se  confirma  que  la  señal  forward  mediada  por 
EphB2 es más importante que la de EphB3 para la celularidad tímica, que sólo 
alcanza  valores WT  cuando  TECs  reciben  señales  forward  y  reverse mediadas 
por  EphB2.  Por  otro  lado,  cualquier  señal  forward  transmitida  en  TECs  por 




mismas  y  de  los  timocitos,  hace  que  las  interacciones  timocitos‐TECs  y  TECs‐
TECs  se  vean  dificultadas  en  los  timos mutantes  ocasionando  que,  al menos, 
una  parte  de  las  células  tímicas  no  reciban  las  señales  adecuadas  para  su 
correcta diferenciación. 
11. Aparentemente  la  señalización  RANK/RANKL,  capital  para  la  maduración  del 
epitelio medular, está alterada en los timos fetales mutantes donde hay menos 
células  Vγ5+RANKL+,  como  demuestra  el  hecho  de  que  anticuerpos  agonistas 








































El  timo  es  un  órgano  linfoide  primario  responsable  del  desarrollo  funcional  de  las 
células T inmunocompetentes. Está compuesto, principalmente, por dos elementos: el 
epitelio  tímico  (TEC) y  las  células  linfoides  cuyos progenitores  colonizan el primordio 
del  órgano  alrededor  del  día  11.5F  (Gordon  y  cols.,  2004).  Ambos  componentes 
organizan  en  el  timo  adulto  dos  áreas  histológica  y  funcionalmente  diferenciadas, 
corteza  y médula,  donde acontece  la  selección positiva  y negativa,  respectivamente, 
de  los  receptores  antigénicos  de  los  timocitos  en  desarrollo,  claves  para  la 
funcionalidad inmune (Blackburn y Manley, 2004). 
La maduración del epitelio y  los timocitos conlleva  interacciones célula a célula en  la 
que  estudios  anteriores  de nuestro  grupo habían  implicado  a  los  receptores  tirosina 
quinasa Eph y sus  ligandos,  las ephrinas, y más concretamente, a  las EphB2 y EphB3. 
Nuestros  estudios  recientemente  resumidos  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2015)  relacionan 
estas moléculas con muchos de los procesos que suceden en el timo, pero no clarifica 
su origen durante la ontogenia del órgano ni los componentes celulares y moleculares 
específicamente  implicados.  Curiosamente,  en ausencia de EphB2 o  EphB3  los  timos 
son  hipoplásicos  (Alfaro  y  cols.,  2008)  y  muestran  profundas  alteraciones  en  la  red 
epitelial  que  empiezan  pronto  en  el  desarrollo  (Garcia‐Ceca  y  cols.,  2009a),  pero 
muchos menos defectos en el componente linfoide (Alfaro y cols., 2008). 
Objetivos y Resultados 
Con  este  trabajo  pretendemos  una  mejor  caracterización  de  los  fenotipos  tímicos 
observados previamente en ratones deficientes en EphB2 o EphB3, particularmente de 
su  componente  epitelial,  y  conocer  cuándo  aparecen  y  a  qué  son  debidas  tales 








1) Su  baja  celularidad  linfoide  y  epitelial  hasta  ahora  no  cuantificada  y  sólo 
descrita en base al pequeño tamaño del órgano. 




EphB3  entre  timocitos  y  TECs  para  entender  el  fenotipo  epitelial  de  los 
mutantes. 
4) La especificidad de  los  fenotipos  generados por  la  falta de  cada EphB que  se 
refleja  en  la  distinta morfología  y  desarrollo  del  epitelio  tímico  de mutantes 
deficientes en EphB2 o EphB3. 
Nuestros resultados confirman que la hipocelularidad, a partir de 13.5F, pero no antes, 
es  una  las  principales  características  de  los  timos  mutantes,  tanto  en  la  población 
linfoide CD45+ como en la epitelial EpCAM+CD45‐. La hipocelularidad linfoide comienza 





interacciones  T‐TECs  están  bien  establecidas  y  sus  defectos,  debido  a  la  falta  de 
señalización Eph/ephrinas‐B, resultan presumiblemente en cambios en otros sistemas 





con  los  observados  en  las  poblaciones  linfoides  y  obedecen,  presumiblemente,  a  las 
mismas  causas,  de  manera  que  el  menor  número  de  progenitores  linfoides  que 






donde  la  ausencia  de  timocitos  en  lóbulos  tímicos  de  13.5F  cursaba  con  una 
acumulación  de  TECs  inmaduras  MTS20+  sugiriendo,  por  tanto,  que  los  timocitos 
afectan  la  maduración  temprana  de  las  poblaciones  epiteliales  aunque  también  las 





confirmó  utilizando  otros  marcadores  corticales  (CD205,  MHCII,  β5t  y  CD40)  y 
medulares (MHCII, CD40, CD80 y AIRE). Más relevante, nuestros resultados indican que 
tanto  EphB2  como  EphB3  son  moléculas  necesarias  para  el  correcto  desarrollo  del 
epitelio tímico, pero EphB3 parece más implicada en el desarrollo del epitelio cortical, 
y EphB2 en el medular. Por otro lado, la recuperación de la señal reverse de EphB2 en 
los  timos  EphB2LacZ,  mejora  la  condición  del  epitelio  EphB2‐/‐,  pero  no  recupera 
completamente  el  fenotipo  WT.  El  análisis  de  poblaciones  epiteliales  definidas  por 
nuevos marcadores  confirma  también  el  retraso  en  la maduración  fetal  del  epitelio 
mutante,  acumulándose,  por  ejemplo,  células  MTS20hiCld3,4hi  y  Cld3,4hiSSEA1+ 
respecto  a  los  WT  y  observándose  menores  números  de  TECs  Cld3,4hi  en  timos 
postnatales,  cuando  esta  población  tiene  que  expandirse,  e  incrementos  en  la 
proporción de células α6hiSca‐1hi a 17.5F en timos EphB2‐/‐. 
Aparte  del  consignado  retraso  de  la  maduración  linfoide  y  epitelial  de  los  timos 
deficientes  en  EphB,  nuestros  resultados  demuestran  un  mayor  porcentaje  de 
timocitos  y  TECs  apoptóticas  desde  13.5F  en  adelante.  A  12.5F  el  retraso  en  la 
maduración epitelial no permite a  las TECs mutantes recibir  las señales apoptóticas y 
sus porcentajes no varían respecto a  los valores control. Respecto de  la proliferación 




de  las  células MTS20‐  a  partir  de  13.5F‐14.5F.  En  este  sentido,  hasta  14.5F‐15.5F  las 
principales poblaciones epiteliales en ciclo son las Ly51‐UEA1‐ y las Ly51+UEA1‐ que han 








Distintas  aproximaciones  experimentales  nos  han  permitido  demostrar  que  las 
alteraciones observadas  en  los  timos deficientes  en  EphB  se  debían,  realmente,  a  la 
falta  de  estos  receptores.  In  vitro,  el  bloqueo  de  la  señalización  Eph/ephrinas‐B  con 
proteínas de  fusión en  lóbulos WT de 13.5F cursa,  como en  los  timos mutantes,  con 
caída de la celularidad, acumulación de células MTS20+ y disminución de la proporción 
de  MTS20‐.  In  vivo,  trasplantes  de  estromas  y/o  progenitores  linfoides  WT  y/o 
mutantes resultan en fenotipos parecidos a  los de  los timos deficientes. Este estudio 
también  confirmó que  la  señal  forward mediada por  EphB2 es más  relevante que  la 
mediada  por  EphB3  para  el  control  de  la  celularidad  tímica  y  que  cualquier  señal 





Otros  resultados  demostraron  de  nuevo,  que  las  interacciones  timocitos‐TECs  y  el 
papel  jugado  en  ellas  por  Eph/ephrinas  B,  eran,  sin  duda,  claves  para  entender  los 
fenotipos encontrados en ausencia de  la señalización trasmitida por estas moléculas. 




dos  componentes  tímicos  indican  que,  aunque  todas  ellas  se  expresan  en  ellos,  hay 
una  menor  expresión  de  EphB  y  ephrinas‐B  en  timocitos  lo  que  podría  explicar  los 
menores efectos que  tienen sobre éstos  la  falta de  las moléculas. Además, EphB2 se 
expresa el doble en  timocitos que EphB3  lo que, de nuevo, podría explicar  la mayor 
severidad de  la hipocelularidad y de  los  fenotipos  linfoides en  los  timos EphB2‐/‐. En 
este mismo  sentido,  la  severidad  de  las  alteraciones  observadas  en  las  poblaciones 














esencial  para  la  maduración  del  epitelio  medular,  mediante  anticuerpos  agonistas 




ausencia  profundas  alteraciones  en  el  epitelio  tímico  y,  en  menor  medida,  del 
componente linfoide. 2) Tales alteraciones afectan la celularidad del órgano, el grado 
de  proliferación  y muerte  celular,  y  la maduración  celular,  y  produce  cambios  en  la 
morfología y organización epitelial. 3) Los fenotipos encontrados en ausencia de una u 
otra  molécula  muestran  cierto  grado  de  especificidad,  que  permiten  asumir  que  su 
papel  en  los  procesos  estudiados  no  es  redundante.  Así,  EphB2,  más  que  EphB3, 
parece  estar  implicada  en  la  diferenciación  linfoide  y  en  el  desarrollo  del  epitelio 
medular tímico, mientras que EphB3 lo estaría en el desarrollo del epitelio cortical. 4) 
Por  otro  lado,  la  recuperación  de  la  señal  reverse  de  EphB2,  en  timos  EphB2LacZ, 
mejora  algunos  aspectos  del  fenotipo  observado  en  los  timos  deficientes  en  EphB2, 
poniendo  de  manifiesto  su  importancia,  pero  sin  recuperar  el  fenotipo  WT,  lo  que 








































of  immunocompetent T cells.  It  consists, principally, of  two cellular components:  the 
thymic  epithelium  (TEC)  and  the  lymphoid  cells, whose  progenitor  cells  colonize  the 
thymic primordium around E11.5 (Gordon et al., 2004). Both components organize in 
the  thymus  two  histological  and  functionally  different  areas,  named  cortex  and 
medulla, in which positive and negative selection respectively, of the antigen receptors 
of  developing  thymocytes  occurs.  Both  processes  are  key  for  reaching  the  immune 
functionality (Blackburn y Manley, 2004). 
The maturation  of  the  two  thymic  components,  epithelium  and  thymocytes,  implies 
cell‐to‐cell interactions. Our own previous studies had demonstrated the relevance of 
tyrosine kinase receptors Eph and their ligands, the ephrins; concretely, of EphB2 and 
EphB3  in  that  process.  Our  studies  associate  these  molecules  with  many  of  the 
functional events occurring  in  the thymus  (Garcia‐Ceca et al., 2015), but  they do not 
determine when  this  involvement appears during ontogeny neither  the concrete cell 
types  and  molecules  involved.  Remarkably,  the  lack  of  EphB2  or  EphB3  results  in 




In  the  present  study, we will  further  characterize  the  thymic  phenotypes  previously 
observed  in EphB2‐ or EphB3‐deficient mice, with special emphasis  in  the analysis of 
thymic epithelial  component, as well as  in determining  the origin of  such phenotype 
alterations.  Furthermore,  we  will  determine,  by  studying  the  thymus  of  EphB2LacZ 













established  between  thymocytes  and  TECs  for  the  observed  mutant  thymic 
epithelial phenotypes. 
4)  The  specificity  of  the  found  phenotypes  in  EphB2‐/‐  and  EphB3‐/‐  thymuses 
reflected in the different morphology and development of their TECs. 
Our  current  results  confirm  the  thymic  hypocellularity  from  E13.5  onward  in  the 
mutant  mice,  affecting  both  the  CD45+  lymphoid  cells  and  EpCAM+CD45‐  TECs.  At 
E12.5,  the proportions of CD45+  lymphoid progenitors  is also  lower  in EphB‐deficient 
thymuses than in WT ones, due to their decreased capacity to colonize the primordium 
associated  to  the defective production of  chemokines, CCL21, CCL25 and CXCL12, by 
the mutant thymic epithelium, and their reduced proliferative rate after colonization. 
The differences in the numbers of thymic cells between WT and mutant thymuses are 





Mutant TECs also exhibit early delayed maturation  related with  that observed  in  the 
thymocytes  subsets.  Thus,  low  numbers  of  colonizing  lymphoid  progenitor  cells 
correlate  with  reduced  percentages  of  immature MTS20+  TECs  in  the  E12.5 mutant 
thymuses.  Later,  these  cells  accumulate  and  according  the  MTS20‐  cells  proportion 
reduce. This relevance of T‐TECs interactions for TEC maturation was confirmed in vitro 
experiments.  Remarkably,  E13.5  alymphoid  thymic  lobes  accumulate  immature 
MTS20+ TECs, suggesting that thymocytes affect the early maturation of epithelial cells. 





In  all mutant  thymuses,  there  is  a  delayed maturation  of  the  TEC  subpopulations  of 
both  cortex  and medulla,  defined  by  the  expression  of  Ly51  and UEA1  cell markers. 
Delayed  appearance  of  Ly51  expression  is  observed  from  E13.5  and  of  UEA1  from 
E17.5. In addition, this delay was confirmed by using other cortical (CD205, MHCII, β5t 
and  CD40)  and  medullary  cell  markers  (MHCII,  CD40,  CD80  and  AIRE).  More 
importantly,  our  results  demonstrate  that  both  EphB2  and  EphB3  are  molecules 
necessary for the adequate development of thymic epithelium, but EphB3 seems to be 
particularly  involved  in  cortical  epithelium  development,  and  EphB2  in  that  of  the 
medulla.  On  the  other  hand,  the  existence  of  EphB2‐mediated  reverse  signals 
improves,  but  does  not  recover  totally,  the  condition  of  EphB2LacZ  epithelium.  The 
delayed maturation of EphB‐deficient thymic epithelium was confirmed using new cell 
markers.  Thus,  MTS20hiCld3,4hi  and  Cld3,4hiSSEA1+  cells  accumulated  in  the  fetal 
mutant  thymuses,  and  a  lower  number  of  Cld3,4hi  TECs  occurred  in  postnatal  ones, 
whereas  increased  percentages  of  α6hiSca‐1hi  cells  appeared  in  E17.5  EphB2‐/‐ 
thymuses.  
Apart  from  the  delayed  maturation  of  both  lymphoid  and  epithelial  cell 




WT  and  mutant  thymuses  from  the  earliest  stages  of  development  (E12.5‐E13.5) 
onward,  but  the  proportions  of  cycling  cells  were  lower  in  the  mutant  thymuses. 
Accordingly, the decreased proportions of cycling MTS20+ cells contribute significantly 
to  the  thymic  hypocellularity,  especially  in  the  earliest  stages,  and  those  of  cycling 
MTS20‐  cells  from E13.5‐E14.5 onward. Thus, until E14.5‐E15.5  the main cycling TECs 
were Ly51‐UEA1‐ and Ly51+UEA1‐ cells that must contribute importantly to the reduced 
cellularity  of  mutant  thymuses,  because  in  these  development  stages  WT  thymic 
cortex  expands  significantly.  On  the  other  hand,  these  alterations  of  the  cycle  of 












of  EphB‐deficient  thymuses.  In  these  studies,  we  confirmed  that  EphB2‐mediated 
forward  signal  is  more  relevant  than  that  mediated  through  EphB3  for  controlling 
thymic cell content; and any forward signal transmitted through EphB2 or EphB3 plus 
any reverse signal direct the epithelial differentiation to medullary epithelium, with a 
greater  relevance  of  the  EphB2  signals  than  those mediated  by  EphB3.  However,  in 
these  experiments  it  was  not  impossible  to  clearly  demonstrate  the  relevance  of 
EphB3  signalling  for  governing  cortical  epithelium  development,  as  suggesting  the 
found in situ results. 
Furthermore,  other  experiments  suggested  newly  that  thymocytes‐TECs  interactions 
and the role played in them by Eph/ephrins‐B were remarkably essential for explaining 
the observed phenotypes when the signals transmitted by these molecules are lacking. 




are  lower  than  those  of  positive  TECs,  a  finding  that  could  explain  the weak  effects 
observed  in  these  cells  as  compared  to  those  exerted  on  TECs.  Similarly,  a  higher 
numbers of thymocytes express EphB2 than EphB3, that could explain the more severe 
lymphoid phenotype and the lower numbers of thymocytes observed in the EphB2‐/‐ 
thymuses  respect  to  those  of  EphB3‐/‐  ones.  Finally,  there  was  a  remarkable 
correlation between  the altered proportions  of  both  Ly51‐UEA1‐  and  Ly51+UEA1‐  cell 
subsets of E12.5 and E13.5 mutant thymuses and the higher expression of both EphB 
and ephrin‐B2 in them. 
Because  the  lack  of  Eph  affected  thymocytes‐TECs  interactions  as  shown  by  the 
morphological  changes  of  mutant  thymic  epithelium,  high  number  of  apoptotic 
thymocytes  and  TECs,  and  decreased  proportions  of  some  thymic  lymphoid 
subpopulations,  such  as  Vγ5+RANKL+  cells,  involved  in  the  maturation  of  medullary 




established between thymocytes and TECs, and,  therefore, prevented partially  in  the 
mutant  thymuses,  could  rescue  total  or  partially  the  mutant  phenotype.  Thus,  we 
evidenced  that  the  stimulation  of  RANK  pathway,  key  in  the  medullary  epithelium 
maturation,  by  agonistic  antibodies  recovered  WT  proportions  of  mature  mTECs 
(CD40hiCD80+;  MHCIIhiUEA1hi)  in  alymphoid  FTOCs  established  from  WT,  but  also 
mutant mice. 
Conclusions 
1)  EphB2 and EphB3 are molecules necessary  for  the  thymic development, and  their 
lack  causes profound alterations  in  thymic epithelium, and  in a  lesser degree,  in  the 
lymphoid  component.  2)  These  alterations  affect:  the  thymic  cellularity,  the  cell 
survival and proliferation, and the cellular maturation, as well as the morphology and 




EphB3  further  governs  the  cortical  epithelial  development.  4)  The  existence  of  an 
EphB2‐mediated  reverse  signal,  improves  partially  the  phenotype  found  in  EphB2‐/‐ 
thymuses, but does not recover totally the WT phenotype, emphasizing the relevance 
of  forward  signals  mediated  by  EphB2  for  the  thymus  development.  5)  The  lack  of 
signalling  mediated  by  either  EphB2  or  EphB3  in  mutant  thymocytes  and/or  TECs, 
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lobes coursed with increased proportions of MTS20+ 
TECs. This confirms, for the first time, that the presence 
of CD45+ cells, corresponding at these stages to DN1 
and DN2 cells, and Eph/ephrin-B-mediated heterotypic or 
homotypic cell interactions between thymocytes and TECs, 
or between TECs and themselves, contribute to the early 
maturation of MTS20+ TECs.
Keywords Eph/ephrins · Thymic epithelial cells · 
Thymus development · Thymocytes
Introduction
The thymus is a primary lymphoid organ where colonizing 
lymphoid progenitors mature into functional T cells that 
migrate to the secondary lymphoid organs (Blackburn and 
Manley 2004). For a proper thymocyte development, inter-
actions between thymocytes and different subsets of TECs 
are necessary (van Ewijk et al. 1994). During this pro-
cess, TECs also need different thymocyte-derived signals 
to functionally differentiate adequately (van Ewijk et al. 
1994). Whereas signals mediated by TECs that control thy-
mocyte development are well recognized, the thymocyte-
derived signals that regulate TEC development are largely 
unknown.
Classically, TEC maturation has been divided into two 
stages, one independent of the presence of thymocytes, 
prior to the lymphoid colonization of the organ where 
homotypic TEC–TEC interactions predominate, and 
another later stage largely dependent on thymocyte–TEC 
interactions, although the thymocyte subsets involved 
remain to be conclusively determined (Blackburn and Man-
ley 2004; Klug et al. 2002; Romano et al. 2013). In this 
sense, several authors have emphasized the importance of 
Abstract Thymus development is a complex process 
in which cell-to-cell interactions between thymocytes 
and thymic epithelial cells (TECs) are essential to allow 
a proper maturation of both thymic cell components. 
Although signals that control thymocyte development are 
well known, mechanisms governing TEC maturation are 
poorly understood, especially those that regulate the mat-
uration of immature TEC populations during early fetal 
thymus development. In this study, we show that EphB2-
deficient, EphB2LacZ and EphB3-deficient fetal thymuses 
present a lower number of cells and delayed maturation 
of DN cell subsets compared to WT values. Moreover, 
deficits in the production of chemokines, known to be 
involved in the lymphoid seeding into the thymus, contrib-
ute in decreased proportions of intrathymic T cell progeni-
tors (PIRA/B+) in the mutant thymuses from early stages 
of development. These features correlate with increased 
proportions of MTS20+ cells but fewer MTS20− cells 
from E13.5 onward in the deficient thymuses, suggesting 
a delayed development of the first epithelial cells. In addi-
tion, in vitro the lack of thymocytes or the blockade of Eph/
ephrin-B-mediated cell-to-cell interactions between either 
thymocytes–TECs or TECs–TECs in E13.5 fetal thymic 
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ABSTRACT
Adult thymuses lacking either ephrin type B receptor 2
(EphB2) or EphB3, or expressing a truncated form of
EphB2, the forward signal-deficient EphB2LacZ, have low
numbers of early thymic progenitors (ETPs) and are
colonized in vivo by reduced numbers of injected bone
marrow (BM) lineage-negative (Lin2) cells. Hematopoietic
progenitors from these EphB mutants showed decreased
capacities to colonize wild type (WT) thymuses compared
with WT precursors, with EphB22/2 cells exhibiting the
greatest reduction. WT BM Lin2 cells also showed de-
creased colonizing capacity into mutant thymuses. The
reduction was also more severe in EphB22/2 host thy-
muses, with a less severe phenotype in the EphB2LacZ
thymus. These results suggest amajor function for forward
signaling through EphB2 and, to a lesser extent, EphB3, in
either colonizing progenitor cells or thymic stromal cells, for
in vivo adult thymus recruitment. Furthermore, the altered
expression of themolecules involved in thymic colonization
that occurs in the mutant thymus correlates with the
observed colonizing capacities of different mutant mice.
Reduced production of CCL21 and CCL25 occurred in the
thymus of the 3 EphB-deficient mice, but their expression,
similar to that of P-selectin, on blood vessels, themethod of
entry of progenitor cells into the vascular thymus, only
showed a significant reduction in EphB22/2 and EphB32/2
thymuses. Decreased migration into the EphB22/2 thy-
muses correlated also with reduced expression of both
ephrinB1 and ephrinB2, without changes in the EphB2LacZ
thymuses. In the EphB32/2 thymuses, only ephrinB1 ex-
pression appeared significantly diminished, confirming the
relevance of forward signals mediated by the EphB2-
ephrinB1 pair in cell recruitment into the adult thymus.
J. Leukoc. Biol. 98: 883–896; 2015.
Introduction
The thymus, a lymphoid organ responsible for the functional
maturation of T lymphocytes, does not contain self-renewing
lymphoid progenitors [1], and neither the nature of the
progenitors colonizing the thymus nor the underlying molecular
mechanisms that govern thymic cell seeding are conclusively
known. These mechanisms seem to be distinct during fetal life,
when lymphoid progenitors migrate from the fetal liver to an
avascular thymic primordium, and in the adult thymus, whose
progenitor cells are recruited from the bone marrow (BM) and
reach the organ through the blood vessels of the cortico-
medullary border [1]. Thus, it has been suggested that certain
chemokines (CCL19, CCL21, CCL25, and CXCL12) and
adhesion molecules (a4, a5, and a6 integrins, CD44, ICAM-1,
VCAM-1) play important roles in the migration to the fetal
thymus [2–5]. In contrast, largely P-selectin, CLL25, CCR9, and
CCR7 seem to be involved in the colonization of the adult thymus
[6–8]. More recently, other molecules have been reported to be
implicated in thymic cell recruitment, including the Caen-
orhabditis elegans Ced-5, mammalian DOCK180 and Drosophila
melanogaster myoblast city (CDM) family of scaffolding members,
dedicator of cytokinesis 2 (DOCK2) and DOCK180 [9], the
polysialic acid [10] sphingosine-1 phosphate, which mediates
progenitor cell egress from the BM [11], semaphorins, and
ephrin receptors (Ephs) [12, 13].
Ephs and their ligands, ephrins, are the largest family of
tyrosine kinase receptors present in animal cells. Both Ephs and
ephrins are subdivided into 2 families, A and B, on the basis of
their gene sequence similarities and ligand binding [14]. EphA,
which includes 10 members, binds GPI-anchored ephrinA
ligands (6 members), and EphB (6 members) interacts with
ephrinB transmembrane proteins (3 members). Each Eph can
bind several ephrins, and vice versa, and both receptors and
ligands transmit intracellular signals, termed forward and reverse
signals, respectively [14]. The system is, therefore, very plastic,
exhibiting different afﬁnities and expression patterns and
determining numerous speciﬁc cell-to-cell interactions, which
allow these molecules to play a role in a large number of cell
functions in different biologic models. We, and others, have
demonstrated the relevance of Eph/ephrins in thymus biology
[15]. EphB2 and EphB3, the Eph kinases analyzed in the present
1. Correspondence: Jose´ Antonio Novais 2, CP.28040, Madrid, Spain. E-mail:
zapata@bio.ucm.es
Abbreviations: BM = bone marrow, CLP = common lymphoid progenitor,
ELP = early lymphoid progenitor, ETP = early thymic progenitor, HSC =
hematopoietic stem cell, KO = knockout, Lin = lineage, MPP = multipotent
progenitor, TEC = thymic epithelial cell, WT = wild type
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study, and their main ligands, ephrinB1 and ephrinB2, are
expressed in both developing thymocytes and thymic stromal
cells [16]. EphB2- and EphB3-deﬁcient thymuses show important
alterations in the thymic epithelial cell (TEC) network, with
modiﬁed distribution of the epithelial cell subsets, appearance of
cytokeratin-free areas, and delayed maturation of TEC progen-
itors [17]. In contrast, only slight changes occur in thymocyte
differentiation, which largely affects the double negative cell
compartment [16]. However, when an imbalance of Eph/ephrin-
mediated signals was “forced” in chimeric SCID mice, profound
changes occurred in the proportions of distinct thymocyte
subsets [18]. Likewise, the deletion of ephrinB1 and/or
ephrinB2 in either thymocytes or TECs profoundly affects both
TEC populations and thymic histologic features but has little
effect on T-cell development [19, 20].
All deﬁcient thymuses exhibited marked hypocellularity that
appeared to be associated with increased apoptosis of both
thymocytes [16] and TECs [21]. However, defects in the entry of
lymphoid progenitors into the thymus could also be implicated,
because these molecules have been reported to be involved in the
cell migration of distinct immune cells [22–29]. Moreover, we
demonstrated the participation of EphB2 in both thymic coloni-
zation by BM progenitor cells and in the intrathymic migration of
developing T cells [13]. These studies were performed in in vitro
reconstitution assays using organ cultures of fetal thymic lobes,
a model that, as mentioned, presents some important differences
to the in vivo colonization of the adult thymus. Accordingly, we
have extended these results in the present study, demonstrating
a role for EphB2 and EphB3 in the in vivo colonization of the adult
thymus by BM lineage-negative (Lin2) progenitor cells and the
relevance of the thymic microenvironment in the process.
MATERIALS AND METHODS
Mice
EphB-deﬁcient mice, including EphB2 and EphB3 single mutants and
EphB2LacZ mice generated in a CD1 background, were kindly provided by
Dr. Mark Henkemeyer (University of Texas Southwestern Medical Center,
Dallas, TX, USA) to establish our own colony at the Complutense
University Animal Care Facilities (Madrid, Spain). The EphB2LacZ mice
express a truncated EphB2 molecule fused to b-galactosidase capable of
stimulating ephrinB-expressing cells but unable to transmit EphB2 forward
signals. EphB-mutant descendants from heterozygous parents were
genotyped using PCR before being used in all the experiments. Wild type
(WT) mice were EphB knockout (KO) littermates. After backcrossing for
several generations, we established 3 subcolonies according to their CD45
haplotype expression (CD45.1, CD45.2, or CD45.1+2). EphB-deﬁcient mice
are viable and fertile and show no apparent phenotypic abnormalities. The
litter sizes from the WT (EphB+/+) pair matings were not different from
those of the EphB2/2 pair litters. All mice were bred and maintained
under speciﬁc pathogen-free conditions at the animal housing facilities of
the Complutense University of Madrid.
Cell suspensions, antibodies, and ﬂow cytometry
BM cells and thymocytes were collected, as previously described [13]. In
brief, the BM cells were obtained by ﬂushing femur, tibia, and humerus with
RPMI/10% FBS/5 mM EDTA and a subsequent Histopaque-1083 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) density gradient centrifugation. The cells were
then incubated with the biotinylated Lin antibody cocktail (BD Pharmingen,
San Jose, CA, USA), followed by a bead-conjugated anti-biotin antibody
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). The BM cell suspensions
were highly enriched in Lin2 cells by magnetic negative selection in an
AutoMACS (Miltenyi Biotec), reaching a minimum purity of 95%.
Thymocyte cell suspensions were prepared by gently pressing isolated
thymuses. The cells were washed in cold medium (RPMI/5% FBS) and
subsequently stained with speciﬁc antibodies.
The antibodies in the Lin cocktail (BD Pharmingen) included anti-B220
(clone RA3–6B2), anti-CD11b (M1/70), anti–Gr-1 (RB6-8C5), anti–Ter-119
(Ter-119), and anti-CD3 (145-2C11), either biotinylated or allophycocyanin
(APC) conjugated. Additional antibodies used in the procedures were anti-
CD4 puriﬁed (GK1.5), anti-CD25 (PC61), anti-CD44 (IM7), anti-CD45.1
(A20), anti-CD45.2 (104), anti-CCR7 (4B12), anti-CCR9 (242503), anti–P-
selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL1) (2PH1), anti–c-Kit (2B8), anti-Flt3
(A2F10), anti–IL-7 receptor subunit a (IL-7Ra) (A7R34), and anti-Sca1 (D7).
Antibodies were purchased from BD Pharmingen, BioLegend (San Diego, CA,
USA), eBioscience (San Diego, CA, USA), or R&D Systems (Abingdon, UK)
and conjugated with ﬂuorescein isothiocyanate, phycoerythrin, peridinin
chlorophyll protein-Cy5.5, or APC. Cell staining was performed with speciﬁc
antibodies in PBS plus 1% FBS for 20 min, according to routine procedures.
Flow cytometric analyses were performed using a FACSCalibur device (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) equipped with CellQuest software at the
Cytometry and Fluorescence Microscopy Centre (Complutense University).
The analyses were performed using FCS Express software (De Novo Software,
Los Angeles, CA, USA).
The early thymic progenitor (ETP) subpopulation was obtained by
analyzing in the Lin APC-negative cell population, the percentage of c-Kit+
cells within the CD44+CD252 subset. The hematopoietic stem cell (HSC),
multipotent progenitor (MPP), early lymphoid progenitor (ELP), and
common lymphoid progenitor (CLP) proportions were determined in BM
cell suspensions to analyze the expression of Sca1 and c-Kit in different
regions, deﬁned according to their differential Flt3 and IL-7Ra expression.
For the analysis of the BM subsets expressing receptors for either chemokines
or P-selectin, we used a similar procedure, in which anti-IL-7Ra antibody was
substituted with anti-CCR7, anti-CCR9, or anti-PSGL1 antibodies.
Intravenous transfers
Lin2 BM cells were prepared as described. For single i.v. transfers in all the
assayed combinations, 106 Lin2 BM donor cells were injected i.v. in the tail of
anesthetized 7–9-wk-old host mice, both with different CD45 haplotypes
(CD45.1 or CD45.2). The mice were anesthetized with a mix of ketamine and
xylazine by i.p. injection before the cell transfers were made, to avoid the mice
experiencing any pain during the tail injection, according to institutional
guidelines and approval by the Complutense University Ethical Committee for
Animal Experimentation. For competitive colonization assays, a similar
protocol was used: 106 Lin2 BM cells of each donor (WT mice [CD45.2] and
EphB-deﬁcient mice [CD45.1]) were mixed and injected in 7–9-wk-old
heterozygous host mice (CD45.1+2). In addition, we tested, as previously
reported [30, 31], the presence of donor cells in the BM of host mice,
conﬁrming that, apart from the thymus, they had also seeded in this organ. As
previously described [32], to prevent rejection, the host mice were given 0.1 mg
of anti-CD4 (GK1.5) antibody the day before BM cell transfer and every
4 d thereafter. Equivalent chimerism was observed between CD45.1 and
CD45.2 donor cells in the BM (data not shown) of the recipient mice in the
competition colonization experiments, conﬁrming that rejection had not
occurred. The host thymuses were analyzed using ﬂow cytometry to detect
CD45 chimerism, 3 wk after cell injection.
Immunoﬂuorescence microscopy and
tissue quantiﬁcation
For immunoﬂuorescence microscopy and tissue quantiﬁcation, 6 mm-thick
cryosections from either WT or EphB-deﬁcient mice (aged 7–9 wk) were ﬁxed
in acetone for 10 min and air-dried. The slides were then incubated for 1 h at
room temperature with primary antibodies speciﬁc for either mouse P-selectin
(dilution 1/50), CCL21 (1/100), CCL25 (1/25), ephrinB1 (1/20), ephrinB2
(1/20) (R&D Systems), panendothelial cell antigen (1/100) (MECA32,
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BioLegend), and laminin (1/100) (Sigma-Aldrich). Alexa 488 anti-goat IgG,
Alexa 488 anti-rabbit, and Alexa 594 anti-rat IgG (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) were used as secondary antibodies and incubated for 45 min. The
sections were mounted in Antifade Prolong Gold (Molecular Probes) and
photographed in a Zeiss Axioplan microscope (objectives: 103 ‘/0.30
Plan-Neoﬂuar, 203 ‘/0.50 Plan-Neoﬂuar, 403 ‘/0.17 Plan-Neoﬂuar; Carl Zeiss,
Jena, Germany) equipped with a Spot2 digital camera. The expressed results
are the mean values of a minimum of 10 nonoverlapping regions from
different serial thymic sections of at least 4 different mice per genotype. The
resultant images were quantiﬁed using Adobe Photoshop CS5 (Adobe
Systems, San Jose, CA, USA). The quantitative ﬂuorescence analyses were
performed by calculating the number of speciﬁcally stained pixels, divided by
the analyzed area in pixels and multiplied by 100 to obtain the percentage of
stained pixels in every picture.
Electron microscopy
For electron microscopy, thymuses isolated from adult WT and EphB-deﬁcient
mice were ﬁxed in 2.5% glutaraldehyde/0.1 M sodium cacodylate at 4°C for
3–5 h and embedded in Durcopan resine (Fluka AG, St. Gallen, Switzerland),
as previously described [17]. Semithin sections were stained with toluidine
blue for 5 min, dehydrated in 70–100% ethanol (5 min) (Panreac, Barcelona,
Spain) and in xylene baths (5 min), mounted in DPEX (Panreac), and
examined by light microscopy to identify the blood vessels in the thymic
cortex and corticomedullary border for additional ultrastructural analysis.
Ultrathin sections were double stained with uranyl acetate and lead citrate and
studied in a JEOL 10.10 electron microscope (JEOL USA, Peabody, MA, USA)
at the Cytometry and Fluorescence Microscopy Centre of Complutense
University (Madrid, Spain).
Statistical analysis
The data are presented as the mean6 SD. The statistical signiﬁcance of the data
was assessed using Microsoft Excel 2010 (Redmond, WA, USA) using Student’s
t test and represented as NS (P $ 0.05), P , 0.05, P , 0.01, and P , 0.005.
RESULTS
Lack of EphB2 or EphB3 affects the subpopulation
of ETPs
To evaluate the possible contribution of colonizing T-cell
precursors to the thymic hypocellularity observed in EphB-
deﬁcient thymuses [16], we ﬁrst evaluated the ETP percentages
in the thymus of adult EphB2 and EphB3 KO mice. In both
EphB2- and EphB3-deﬁcient mice, the percentages of ETP cells,
deﬁned as Lin2 cKithi CD44+CD252 cells [6, 33], decreased
severely compared with those observed in the WT mice (Fig. 1).
This reduction was close to 50%, highlighting the importance of
EphB receptors for the complex processes that govern the arrival
of lymphoid progenitors into the adult thymus. The proportions
of ETP cells in EphB2LacZ mice, unable to generate forward
signals in the EphB-expressing cells but able to activate the
reverse signaling transmitted by the expressed ephrinB ligands,
also decreased, compared with the control mice, but less
importantly than in both EphB2- and EphB3-deﬁcient thymuses
(Fig. 1). These results indicated a role for reverse signaling in
control of the ETP cell number but emphasized the relevance of
the forward signals transmitted by the EphB receptors.
EphB2 signaling affects the development of early BM
hematopoietic progenitor cells
Several events could be contributing to the observed reduction of
ETP percentages in EphB KO mice, including the existence of
a lower number of lymphoid progenitors with the capacity to
colonize the EphB-deﬁcient adult thymus, alterations in the BM
exit of these progenitor cells, and in their trafﬁcking into the
adult thymus. We ﬁrst studied the possible variations in the 4
main hematopoietic progenitor cell subsets deﬁned by the
expression of Sca1, c-Kit, IL-7Ra, and Flt3 cell markers [1, 34],
using Lin2 BM cell suspensions from either adult EphB-deﬁcient
or WT mice (Fig. 2).
We observed a signiﬁcantly reduced proportion of the 4
assayed subsets in the EphB2 KO mice (Fig. 2). Remarkably, the
lack of EphB3 did not affect any of the studied subsets. In the
case of EphB2LacZ mice, the most primitive progenitor cell
subsets, HSCs (Lin2Sca1+c-Kit+Flt32IL-7Ra2 cells) and MPPs
(Lin2Sca1+c-Kit+Flt3+IL-7Ra2 cells) underwent signiﬁcant
reductions, just as found in EphB2 KO mice but not in the ELPs
(Lin2Sca1+c-Kit+Flt3+IL-7Ra+ cells) and CLPs (Lin2Sca1lo
c-KitloFlt3+IL-7Ra+ cells). These results again suggested the
relevance of EphB2 in the development of hematopoietic
progenitors in the mouse BM.
Thymus colonization capacity is impaired in the
EphB-deﬁcient BM precursor cells
Together with changes in the proportions of BM hematopoietic
progenitors, the low numbers of ETPs found in the EphB KO
thymuses could also have resulted from defects in the lymphoid
progenitors able to colonize the thymus: defects in their numbers
or in their ability to reach the thymus parenchyma. Because
different evidence has suggested that lymphoid progenitors
capable of colonizing the thymus express speciﬁc receptors that
allow their attraction to the thymic parenchyma by chemokines
and other molecules [1], we examined the expression of CCR7,
Figure 1. Reduced percentages of ETP cells in EphB-deﬁcient mice. The
percentages of ETP cells (Lin2c-KithiCD44+CD252 cells) were deter-
mined by FACS in adult WT and EphB-deﬁcient thymuses, gating the
CD44+CD252 cell population within the Lin2 cell subset and showing the
values of c-Kit within the subset. The percentage of ETP cells was
signiﬁcantly lower in EphB2- or EphB3-deﬁcient thymuses than in WT
thymuses. Mice expressing a truncated form of EphB2, EphB2LacZ,
showed increased values compared with those of EphB-deﬁcient mice,
but they did not reach the WT values. Data (mean 6 SD) are
representative of $ 5, sex-matched, 7–9-wk-old mice from each group in
the indicated mouse strains. P values from Student’s t test statistical
analysis are indicated as NS (P $ 0.05), *P , 0.05, and ***P , 0.005.
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CCR9, and PSGL1 in the HSC, MPP, ELP, and CLP subsets of
adult BM. MPPs and ELPs were studied as a single cell
population. We did not ﬁnd statistically signiﬁcant variations in
the percentages of EphB-deﬁcient progenitor cells expressing
CCR7, CCR9, and PSGL1 compared with their WT counterparts
(Fig. 3).
Next, we performed in vivo colonization assays in which we i.v.
injected 106 Lin2 BM cells isolated from either EphB-deﬁcient or
WT mice to test their capacity to colonize WT host thymuses.
Donor (CD45.1) and host (CD45.2) mice expressing different
CD45 haplotypes were used to discriminate the exogenous and
endogenous thymic cells present in the host thymus 3 wk after
the cell injections. As previously described [8, 31, 32], in all
colonization experiments, the host mice were treated with anti-
CD4 antibody to prevent cell donor rejection. Our results
indicated that WT thymuses contained lower proportions of the
injected EphB-deﬁcient cells than WT cells (Fig. 4A). The
proportions were particularly low in the case of mice receiving
EphB2 KO Lin2 cells, showing signiﬁcant differences, not only
with respect to the control values, but also compared with WT
thymuses colonized by either EphB3 or EphB2LacZ cells, whose
proportions were also lower than those of WT Lin2 cells (Fig.
4A). No differences were found between mice receiving
EphB2LacZ Lin2 cells and those injected with EphB3-deﬁcient
mice (Fig. 4A).
In addition, we tested the ability of these EphB-deﬁcient
precursors to reach the WT thymuses in competitive conditions
with WT cells injected at the same time (Fig. 4B and C). For this
purpose, we injected the same number of Lin2 BM cells isolated
from either WT mice (CD45.2) or EphB-deﬁcient mice (CD45.1)
into heterozygous WT host mice (CD45.1 plus CD45.2). In these
experimental conditions, we could distinguish endogenous WT
thymocytes from those derived from either WT or EphB-deﬁcient
Lin2 cells. The injected WT cells colonized the WT host thymus
normally, but all types of EphB-deﬁcient cells studied appeared
in signiﬁcantly lower proportions than the injected WT Lin2 cells
(Fig. 4B and C). Nevertheless, the reduction in migrating mutant
cell numbers was more severe, compared with the WT donor
cells, in experiments performed in competitive conditions (Fig.
4B and C) than when Lin2 BM cells from either WT or mutant
mice were injected alone (Fig. 4A).
Migration of WT BM progenitor cells into
EphB-deﬁcient thymuses is profoundly reduced
The relevance of a thymic microenvironment for BM pro-
genitor cell colonization previously claimed [6, 13, 35] was
evidenced after i.v. injection of 106 WT cell progenitors in
EphB-deﬁcient mice. Three weeks later, the number of WT BM
Lin2 donor cells was signiﬁcantly lower in the 3 mutant
thymuses than in the WT ones (Fig. 5). Although, the 3 EphB-
deﬁcient thymuses showed signiﬁcantly reduced proportions of
WT cells, the reduction was particularly severe in the EphB2-
deﬁcient thymuses. In contrast, EphB2LacZ mice showed
signiﬁcantly greater proportions of colonizing WT cells than
those found in both EphB2- and EphB3-deﬁcient mice,
although the values did not reach those observed when WT
thymuses were used as hosts in the experiments (Fig. 5). These
results suggest the importance of ephrin reverse signaling for
thymic colonization and the need for forward signals trans-
mitted through EphB2 and EphB3 receptors.
When we compared both colonization assays, the reduction
in thymic immigrant cells was higher in the EphB32/2
thymuses receiving WT donor progenitors (Fig. 5) than in the
WT thymuses receiving EphB32/2 progenitor cells (Fig. 4A).
In contrast, the proportions of intrathymic donor cells in
EphB2LacZ thymuses receiving WT progenitors (Fig. 5) were
greater than those observed in WT thymuses colonized by
EphB2LacZ precursor cells (Fig. 4A). In the EphB22/2
thymuses that received WT progenitors (Fig. 5), the pro-
portion of intrathymic donor cells was similar to that of WT
thymuses colonized by EphB22/2 precursor cells (Fig. 4A),
presumably because the donor cell frequency was severely
reduced in both cases.
To further evaluate the relative relevance of donor BM
progenitors and host stroma, we analyzed thymic colonization,
combining differentially EphB-deﬁcient BM progenitor cells and
WT and mutant thymic stromas (Fig. 6). To achieve this, we
selected and crossed for several generations CD45.2 EphB KO
mice to generate a new mouse colony that allowed us to
Figure 2. Percentages of BM progenitor cell subpopulations in WT and
EphB-deﬁcient mice. Hematopoietic progenitor cell subsets were deﬁned
by the expression of Sca1, c-Kit, Flt3, and IL-7Ra cell markers: HSC (A),
MPP (B), ELP (C), and CLP (D). The percentages of all tested progenitor
cells were signiﬁcantly lower in the EphB22/2 BM than in the WT BM,
and the EphB32/2 mice showed similar values to those from WT BM
(A–D). The EphB2LacZ mice presented with a signiﬁcantly lower
percentage of the earliest hematopoietic precursor cells, HSC and MPP
(A and B), but not those of ELP and CLP (C and D). Data (mean 6 SD)
are representative of 5 sex-matched mice from each group in the
indicated mouse strains. P values from Student’s t test statistical analysis
are indicated as NS (P $ 0.05), *P , 0.05, and ***P , 0.005.
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distinguish donor vs. host cells when both lacked EphB receptor
expression. We then tested the in vivo capacity of different EphB-
deﬁcient precursors to colonize in different altered EphB
microenvironments (Fig. 6).
EphB22/2 progenitors showed altered thymic colonization
into all the assayed EphB-deﬁcient thymuses compared with
their capacity to colonize WT thymuses (Fig. 6A). The lowest
levels of EphB2-deﬁcient thymic cells occurred in both EphB2
KO and EphB2LacZ thymuses. In contrast, EphB3-deﬁcient
thymuses were colonized slightly better (Fig. 6A). Although in
all conditions, the EphB-deﬁcient stromas were more poorly
colonized by any mutant BM progenitors than by WT ones, the
situation when EphB2LacZ (Fig. 6B) or EphB3 (Fig. 6C)
progenitors were injected in EphB2-deﬁcient thymuses was
again particularly severe. Accordingly, EphB2-deﬁcient stroma
exhibited the lowest capacity to be colonized by any of the 4
types of Lin2 BM precursor cells tested. Both EphB2LacZ and
EphB3-deﬁcient thymuses showed a lower capacity to be
colonized than did the WT thymuses; however, they contained
signiﬁcantly greater numbers of donor cells than did the
EphB2-deﬁcient host thymuses.
EphB-deﬁcient mice present defective expression of
P-selectin and chemokines involved in progenitor
cell recruitment into the thymus
Because in other experimental models, decreased expression of
homing molecules has been accounted for by decreased thymic
progenitor receptivity [36], we studied immunohistochemically
the expression of P-selectin (Fig. 7) and chemokines CCL12 and
CCL25 (Fig. 8) in the thymus of adult WT and EphB-mutant
mice, quantifying their values using software-based analysis. Our
results showed a very signiﬁcant reduction in P-selectin expres-
sion compared with the WT thymus in both EphB2- and EphB3-
deﬁcient thymuses, but not in the EphB2LacZ mice (Fig. 7A and
B). Regarding the chemokines, in both control and mutant
thymuses, CCL21 was largely expressed in the thymic medulla,
and CCL25 appeared in both the cortex and the medulla (Fig.
8). In addition, all mutant thymuses showed signiﬁcantly reduced
expression of CCL21 and CCL25 compared with the control
thymuses, with EphB2-deﬁcient thymuses exhibiting the most
severe reduction, particularly of CCL21 expression (Fig. 8A).
We analyzed the structure of the thymic blood vessels (Fig. 9),
because progenitor cell migration into the adult thymus occurs
through them, and it has been reported that mice lacking EphB2
or EphB3 have defective vasculogenesis [37]. Furthermore, we
evaluated the expression of CCL21 and CCL25 (Fig. 8), which
attract CCR7+ and CCR9+ cells, respectively, into the thymus [1],
and of ephrinB1 and ephrinB2, the main EphB2 and EphB3
ligands, which mediate the EphB-mediated lymphoid progenitor
transmigration (Fig. 10). Using laminin expression as a marker of
the thymic vasculature pattern, we observed that the blood vessels
of the 3 mutant thymuses studied appeared enlarged and their
walls thickened compared with those of the WT thymuses (Fig.
9A–D). By electron microscopy, the blood vessels of the mutant
Figure 3. No changes were detected in the
proportions of chemokine or P-selectin receptor-
expressing progenitor cells of EphB-deﬁcient mice.
The expression of CCR7, CCR9, and PSGL1 was
analyzed by FACS in 3 groups of BM progenitors
deﬁned as (A) HSC (Lin2Sca1+c-Kit+Flt32), (B)
MPP and ELP (Lin2Sca1+c-Kit+Flt3+), and (C) CLP
(Lin2Sca12/lowc-Kit2/lowFlt3+). No signiﬁcant dif-
ferences were observed (P $ 0.05) between
populations isolated from WT and EphB-deﬁcient
mice. Data are representative of 4 independent
experiments (mean6 SD). The mice were aged 7–9
wk and sex matched. Student’s t test statistical
analysis was performed.
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thymic cortex showed enlarged perivascular spaces that did not
appear in the WT thymus (Fig. 9E–H). In addition, high-
endothelial vessels of the corticomedullary area of the mutant
thymuses showed important reinforcements of their basal
membrane that could hinder lymphoid progenitor migration
(Fig. 9I–N).
In contrast, in both mutant and WT thymuses, association of
CCL21 expression and MECA32+ vascular endothelia was clearly
evidenced (Fig. 8C–F). However, CCL25 expression occurred
more frequently surrounding the blood vessels (Fig. 8G–J). The
quantitative study conﬁrmed a signiﬁcant decrease in CCL12/
MECA32 and CCL25/MECA32 staining in both EphB2- and
EphB3-deﬁcient thymuses but not in the EphB2LacZ ones (Fig.
8B). We have also reported that ephrinB expression remained in
the thymuses of mice deﬁcient in their EphB2 and EphB3
receptors [16] (Fig. 10), but the quantiﬁcation of ephrinB
staining associated with MECA32+ blood vessels (Fig. 10B–I)
demonstrated a signiﬁcant decrease in ephrinB1 expression in
the thymic vascular endothelia of EphB2- and EphB3-deﬁcient
mice but not in the EphB2LacZ ones (Fig. 10A). EphrinB2
expression only decreased signiﬁcantly in the EphB22/2 thymic
blood vessels and not in those of EphB32/2 or EphB2LacZ
thymuses (Fig. 10A).
DISCUSSION
The trafﬁcking of lymphoid progenitors into the thymus is key to
understanding T-cell maturation but has yet to be deﬁnitively
resolved [1]. Together with the assumed role of chemokines,
adhesion molecules, and P-selectin in the process [2, 4, 6–8], our
present results have demonstrated the relevance of EphB2 and
EphB3 in in vivo progenitor cell recruitment into the adult
thymus, conﬁrming our own previous results obtained in an in
vitro reconstituted assay using organ cultures of fetal thymic
lobes [13].
Ephs and ephrins have been implicated in cell migration in
various systems [38], although the in vivo studies are few and
have been performed in experimental models very distinct to
those we analyzed in the present study. In this context, in vivo
infusion of preclustered EphB2-Fc or ephrinB2 proteins in the
subventricular zone disturbs the migration of neuronal precur-
sors [39, 40], and disruption of Eph/ephrin signaling reducesFigure 4. EphB-deﬁcient Lin2 BM cells colonized the WT thymuses
poorly. (A) At 3 wk after i.v. injection of BM Lin2 cells into WT host
mice, the thymuses were analyzed to determine the relative proportions
of donor CD45.1+ cells and endogenous host CD45.2+ thymic cells. Lin2
progenitor cells derived from EphB-deﬁcient BM showed a diminished
capacity to enter the thymus. (B) Competitive assays were also
performed in which BM Lin2 cells from WT and EphB-deﬁcient mice
were injected i.v. in the same WT mouse. Newly EphB-deﬁcient
progenitors colonized the host thymus less effectively than did the
WT cells. Data are representative of 4 independent experiments (mean
6 SD) with 7–9-wk-old, sex-matched mice. In each experiment, the
relative percentages with respect to the WT values are shown. P values
from Student’s t test statistical analysis are indicated as NS (P $ 0.05),
**P , 0.01, and ***P , 0.005. (C) FACS analysis of WT host thymuses
(CD45.1 plus CD45.2) after i.v. transfers of WT (CD45.2) and EphB-
deﬁcient mice BM Lin2 cells (CD45.1) in competitive adoptive
colonization assays. Representative plots are shown.
Figure 5. WT BM progenitors show impeded colonization of EphB-
deﬁcient thymuses. At 3 weeks after WT BM progenitor cells were
injected i.v. in adult EphB KO hosts, a signiﬁcant reduction was seen in
WT cell proportions in the mutant host thymuses; particularly low
percentages occurred in EphB2 KO thymuses, with less drastic effects
in EphB2LacZ thymuses. Values shown are relative percentages of WT
values. Data are representative of 4 independent experiments (mean
6 SD). Mice were sex matched and 7–9 wk old. Student’s t test statistical
analysis was done: *P , 0.05 and ***P , 0.005.
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the efﬁciency of Cajal-Retzius cell dispersion in the cortex
induced by CXCL12 produced by meninges [41]. Furthermore,
EphA2 modulates the accumulation of T cells and dendritic cells
in the lungs of EphA22/2 mice injected with Mycobacterium
tuberculosis [42], and ephrinA reverse signaling promotes the
migration of cortical interneurons from the medial ganglionic
eminence. In EphA42/2 mice and ephrinA2-deﬁcient mice,
interneuronal migration is delayed [43].
The reduced numbers of both ETPs and injected migrating
hematopoietic cells into the adult thymus can be attributed to
several processes. Thus, our study found lower numbers of
hematopoietic progenitor cells in the BM of EphB2 KO and
EphB2LacZ mice than in the WT BM, defects in the migration
into the thymus of both WT and mutant progenitor cells, and
altered expression of molecules involved in both thymic re-
cruitment and transmigration processes throughout the blood
vessels in the mutant thymuses.
EphB2- but not EphB3-deﬁcient mice exhibited reduced
proportions of the 4 BM hematopoietic cell subsets studied
Figure 6. EphB-deﬁcient BM progenitor cells colonize WT and EphB
mutant thymuses with different efﬁciency. EphB22/2 (A), EphB2LacZ
(B), and EphB32/2 (C) BM progenitor cells were injected i.v. in either
WT or EphB-deﬁcient mice, and their intrathymic presence was evaluated
by FACS 3 weeks later. In all cases, the EphB22/2 thymic stroma showed
the lowest numbers of WT or EphB-deﬁcient cells. Both EphB2LacZ and
EphB32/2 thymuses showed similar homing capability, but always lower
than that of WT thymuses, except for EphB22/2 progenitor cells that
colonized EphB2LacZ stroma slightly worse than EphB32/2 thymuses.
Data shown are related to the percentage of WT colonizing progenitors
into WT thymuses (100%) (ﬁrst column). Data (mean 6 SD) are
representative of 4 sex-matched mice in each group in the indicated
mouse strains. P values from Student’s t test statistical analysis are
indicated as NS (P $ 0.05), *P , 0.05, **P , 0.01, and ***P , 0.005.
Figure 7. Reduced expression of P-selectin in both EphB22/2 and
EphB32/2 thymuses but not in EphB2LacZ ones. (A) The analysis of
serial thymic cryosections of the different EphB-deﬁcient mice showed
a lower expression of P-selectin in both EphB2- and EphB3-deﬁcient
mice. In contrast, the EphB2LacZ thymuses showed P-selectin expres-
sion similar to that of WT mice. (B) P-selectin expression in
representative thymic sections of WT and EphB-deﬁcient mice are
shown. P values from Student’s t test statistical analysis are indicated as
NS (P $ 0.05) and ***P , 0.005. Scale bars, 200 mm.
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(HSCs, MPPs, ELPs, and CLPs) compared with WT mice. In
contrast, EphB2LacZ mice only showed a diminished frequency
of the most primitive stages, HSCs and MPPs. Thus, differences
between the WT and mutant hematopoietic cell subsets gradually
decreased in the more mature stages, conﬁrming our previous
results [13]. No changes were found in the proportions of
EphB32/2 hematopoietic progenitor cells. As discussed later in
the present report, the phenotypes of EphB2- and EphB3-
deﬁcient mice are not similar, with EphB2 KO mice exhibiting
the most severe alterations. However, how the different
hematopoietic progenitor cells contribute to thymic cell
recruitment is a matter for discussion. As described, only
hematopoietic progenitors that express CCR7, CCR9, and PSGL1
seem to be capable of efﬁciently colonizing the adult thymus
[6, 8]. The proportion of these cells in the different BM cell subsets
studied did not undergo signiﬁcant changes when WT and
mutant mice were compared. Nevertheless, other studies have
reported that more primitive cells than CLPs, such as HSCs [44],
lymphoid-primed multipotent progenitor (including in the subset
analyzed in our study as MPPs plus ELPs) [45], or MPPs [31]
retain the capacity to colonize the thymus. Because these studies
have used different cell markers to identify the hematopoietic
precursor subsets, the precise identity of the cells arriving into the
thymus remains controversial. Presumably, all the progenitors
identiﬁed in the adult BM have T-cell development potential, but
only some, more restricted, subsets move from the peripheral
Figure 8. Chemokines involved in progenitor cell recruitment into the thymus are less expressed in EphB KO thymuses. (A) Data obtained from the
analysis of successive thymic cryosections stained for either CCL21 or CCL25 showed lower expression of both molecules throughout the thymic stroma
in all EphB-mutants studied compared with the WT thymuses. (B) When this analysis only referred to chemokine expression at the MECA32+ vascular
endothelia, the expression of both CCL21 and CCL25 did not exhibit differences in EphB2LacZ thymuses compared with the WT thymuses but
decreased signiﬁcantly in both EphB2- and EphB3-deﬁcient mice. (C–F) Representative thymic sections showing CCL21 expression (green) and
MECA32 endothelial cells (red) in WT (C), EphB22/2 (D), EphB2LacZ (E), and EphB32/2 (F) thymuses. (G–J) Representative thymic sections showing
CCL25 expression (green) and MECA32 endothelial cells (red) in WT (G), EphB22/2 (H), EphB2LacZ (I), and EphB32/2 (J) thymuses. In each case,
inserts show the expression of CCL21 or CCL25 associated with MECA32+ blood vessels. P values from Student’s t test statistical analysis are indicated as
NS (P $ 0.05), *P , 0.05, and **P , 0.01. Scale bars, 100 mm.
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blood and enter the thymus [1]. Accordingly, decreased
proportions of HSCs and MPPs found in both EphB22/2 and
EphB2LacZ mice could also be contributing to the reduced
migration into the thymus observed in these mutants.
Apart from the numbers of presumptive migrating cells from
the BM to the thymus, it is known that different factors, including
G-CSF, b-adrenergic agonists, and CXCR4 antagonists, modulate
the exit of blood cell progenitors to the peripheral blood [46].
Some data have indicated that Eph/ephrins could also be
involved in these processes. We have observed that human
mesenchymal stem cells, a component of BM stroma, strongly
express EphB2, EphB4, ephrinB1, and ephrinB2 and a short
Figure 9. EphB-deﬁcient mice showed morphologic changes in thymic blood vessels. (A–D) Blood vessels were identiﬁed by laminin expression. Note the
increased staining occurring in EphB22/2 (B), EphB2LacZ (C), EphB32/2 (D) thymuses compared with WT ones (A). Scale bars, 200 mm. (E–H) Blood
vessels of the thymic cortex examined by electron microscopy exhibited empty and enlarged spaces (arrowheads) between endothelial cells and
surrounding cells, forming the vascular walls in EphB22/2 (F), EphB2LacZ (G), and EphB32/2 (H) compared with the condition of the WT cortical
capillaries (E). Scale bars, 2 mm. (I–N) High endothelial venules (HEV) of EphB22/2 (K), EphB2LacZ (M) appear reinforced by enlarged layers of
connective tissue (squares), showed (arrows) at higher magniﬁcations in parts (L) and (N), respectively, compared with WT HEV (I and J). End,
endothelial cells. Scale bars, 3 mm (I and K), 5 mm (M), and 1 mm (J, L, and N).
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EphA3 isoform and ephrinA4 (data not shown), conﬁrming
previous results [47–49]. In addition, sorted murine Lin2Sca-1+c-
Kit+ (LSK) cells express EphA2 and EphA3 [50], and murine and
human long-term HSCs express ephrinB2 [51]. Although this
was not analyzed in the present study, Eph–ephrin interactions
between hematopoietic progenitor cells and stromal components
could be involved in the mobilization of the former, and
alterations in mutant mice would contribute to changes in
migration toward the thymus. Thus, EphB4+ hematopoietic
precursor cell migration within the BM is inhibited by ephrinB2+
stromal cells. In addition, BM Stro-1+ mesenchymal stem cells
stimulated by ephrinB1-Fc proteins show increased in vitro
migration and EphB2 silencing alters the migratory properties
[47]. Also, EphA3-Fc protein treatment mobilizes primitive
hematopoietic progenitors in the peripheral blood [50]. In the
BM, just as in other systems, Eph-mediated cell mobilization
could be mediated through CXCL12. Ephs interact with CXCR4,
the CXCL12 receptor, on the cell surface [52], the ephrinB1-Fc
fusion protein stimulates the CXCL12-dependent migration of
peripheral blood lymphocytes in a dose-dependent manner [26]
and Eph–ephrin interactions inhibit the CXCL12-mediated
chemotaxis of cerebellar granular cells [53].
The thymic colonization performed by EphB-deﬁcient
progenitors in WT adult thymuses and that of WT precursors
Figure 10. Expression of ephrinB1 and ephrinB2 in thymic blood vessels changes in EphB-deﬁcient thymuses. (A) Lower expression of ephrinB1 in the
thymic vasculature of both EphB22/2 and EphB32/2 mice but not in EphB2LacZ mice. In the case of ephrinB2, this reduction was only signiﬁcant in
EphB2-deﬁcient mice; other mutants had values similar to those in WT. (B–E) Representative thymic sections showing ephrinB1 expression (green) and
MECA32 endothelial cells (red) in WT (B), EphB22/2 (C), EphB2LacZ (D), and EphB32/2 (E) thymuses. (F–I) Representative thymic sections showing
ephrinB2 expression (green) and MECA32 endothelial cells (red) in WT (F), EphB22/2 (G), EphB2LacZ (H), and EphB32/2 (I) thymuses. In each
case, inserts show the expression of ephrinB1 or ephrinB2 associated with MECA32+ blood vessels. P values from Student’s t test statistical analysis are
indicated as NS (P $ 0.05), **P , 0.01, and ***P , 0.005. Scale bars, 100 mm.
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into EphB-deﬁcient mice follows different rules, the compara-
tive analysis of which provides interesting information on the
regulatory mechanisms exerted by EphB in the lymphoid
precursor colonization of the adult thymus. Mutant BM
progenitor cells show a decreased capacity to colonize WT
thymuses (Fig. 4A), and this ﬁnding was more evident when
mutant cells were injected competitively, together with WT
Lin2 BM cells (Fig. 4B). Such a phenomenon was previously
observed in other models deﬁcient in homing molecules, such as
CCR7/CCR9 double KO mice [30]. In the 3 conditions studied,
progenitor recruitment was importantly reduced, most severely
in the case of EphB22/2 progenitors. The lack of EphB2
forward signaling and, to a lesser degree, that of EphB3 forward
signaling are determinant to explain these results, indicating
the relevance of EphB2, rather than EphB3, forward signals for
progenitor cell recruitment to adult thymus. In the case of
EphB2LacZ, the occurrence of a reverse signal presumably
transmitted to thymic endothelial cells improved, but did not
totally recover, colonization to WT levels. Remarkably, our
previous studies using an in vitro reconstituting assay in fetal
thymic lobes demonstrated that in these experimental con-
ditions the reverse signal transmitted by ephrinB expressed in
fetal thymic stroma was sufﬁcient for recovering thymic
progenitor settling [13]. These results, therefore, suggest that
reverse signaling exerted on endothelial cells favors the
lymphoid settling to thymus and conﬁrm that fetal and adult
thymic colonization (and in vivo and in vitro assays) are not
equivalent, as previously reported [2].
WT Lin2 BM cells, assayed to in vivo colonize mutant
thymuses, also showed decreased seeding capacity, particularly
signiﬁcant in EphB2-deﬁcient thymus (Fig. 5). This ﬁnding
demonstrates the relevance of the thymic microenvironment in
governing precursor cell recruitment, supporting other previous
results [6, 35]. In these assays, the expression of EphB2LacZ in
the thymic cells also provides important improvement in WT
progenitor cell recruitment, although the differences remain
statistically signiﬁcant compared with the WT thymuses. In this
case, the lack of EphB forward signals in thymic endothelial cells
could explain the reduced colonization of the thymus. In
contrast, reverse signals transmitted to ephrinB-expressing pro-
genitor cells improved, but did not totally rescue, the coloniza-
tion capacity of WT BM cells. Therefore, forward signaling in
either progenitor cells or thymic stroma is key for in vivo
lymphoid recruitment into the thymus. In contrast, ephrinB
reverse signaling appears to be secondary. However, the re-
duction in intrathymic migrating capacity is more severe when
mutant cells are injected in WT thymuses than when mutant
mice receive WT BM progenitor cells. These data suggest that the
lack of forward signals in circulating progenitor cells is more
important that their absence in the thymic stroma.
Our studies on the colonization capacity of EphB-deﬁcient
Lin2 BM cells to WT or EphB-deﬁcient thymuses (Fig. 6)
conﬁrmed our conclusions on the relevance of distinct Eph/
ephrinB signals for the process. EphB22/2 progenitor cells
exhibited the lowest colonization to any tested thymus and were
particularly low when injected into EphB2-deﬁcient mice. In this
condition, both EphB2 forward and reverse signaling were
abrogated in the progenitor cells and thymic endothelia. Any
mutant progenitor cell exhibits the lowest colonization capacity
injected in EphB2 KO mice. Both ﬁndings have conﬁrmed the
relevance of EphB2 expressed in both progenitors and thymic
endothelial cells for lymphoid recruitment to the thymus. EphB3
and EphB2LacZ thymuses showed reduced colonization but
signiﬁcantly greater than that found in EphB22/2 mice. In
addition, both types of deﬁcient progenitors colonized Eph-
B2LacZ and EphB3 mice similarly. However, it is especially
remarkable that the lack of EphB3 receptors, which results in
defective signaling quite similar to that caused by the absence of
EphB2 [54], courses with a signiﬁcantly better capacity for
progenitor cell seeding to the thymus, conﬁrming its negligible
involvement in the process. As indicated, EphB2- and EphB3-
deﬁcient thymuses are not equal, because, in general, the
phenotype observed in EphB22/2 mice is more severe [17]. In
addition, a signaling imbalance between these 2 molecules induces
different phenotypes [18]. Chimaeras established with EphB22/2
progenitor cells injected in SCID mice showed an almost total
blockade of thymocyte development at the double negative stage.
However, in similar conditions, EphB32/2 generated double-
positive cells, although at low proportions [18]. Although the
pathways activated by these molecules are, in general, common,
the system exhibits a certain speciﬁcity dependent on the cell type,
the context of cell stimulation, and interactions with other
signaling systems [54].
In contrast, when reverse signaling is induced by EphB2LacZ
progenitor cells in EphB22/2 thymic endothelial cells, a mild
recovery of colonization occurs that is slightly greater when the
signal occurs in EphB32/2 thymic cells. Even with the
occurrence of reverse signaling in both progenitor and thymic
cells (EphB2LacZ precursors in EphB2LacZ thymus), the re-
covery did not reach WT levels. These results have conﬁrmed the
importance of forward vs. reverse signaling in controlling the
lymphoid seeding to the thymus.
Together, these results suggest that, if the frequencies of WT
and mutant migrating cells, mainly those expressing CCR7,
CCR9, and/or PSGL1, to the thymus do not show signiﬁcant
differences, the processes associated with chemotaxis and
migration throughout the thymic blood vessels will become
particularly important for explaining the present results. This
idea has been further reinforced by the ﬁnding that Lin2 WT
progenitors migrated less efﬁciently to the mutant thymuses than
did those colonizing WT ones. The recruitment of circulating
cells is controlled by the combined action of selectins, integrins,
and adhesion molecules of the Ig superfamily in concert with
chemokine gradients [55]. Numerous data support the relation-
ships among Eph, chemokine/chemokine receptors, and cell
migration in different experimental models, including the
immune system, although the results are controversial. EphA2
and its ligand ephrinA4 appear to be involved in B cell trafﬁcking
[56], and the absence of EphA2 alters the extravasation of
immunocompetent cells [22, 27]. EphB-expressing monocytes
adhere preferentially to, and transmigrate through, ephrinB2-
expressing endothelia [55], and activation of endothelial
ephrinB2 reverse signaling has proadhesive and promigrating
effects on endothelial cells. In contrast, EphB4 signaling
interferes negatively [57]. EphrinB1-Fc proteins stimulate the
CXCL12-dependent migration of peripheral blood lymphocytes
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[26], and ephrinA1, combined with CXCL12 or CCL19,
stimulates migration of memory T cells [58], but ephrinA1, A3,
and B2 inhibit CXCL12-induced chemotaxis of thymocytes [27].
In the thymuses of EphB-deﬁcient mice we studied, our present
results have demonstrated, as previously reported [37], altered
morphologic organization of blood vessels in mutant thymuses,
evaluated by laminin expression and electron microscopy exam-
ination, and a signiﬁcant decrease in CCL21 and CCL25 chemo-
kine expression compared with that found in WT thymuses. This
ﬁnding conﬁrms our previous data on the EphB22/2 and
EphB2LacZ thymuses [13]. As indicated, CCR7 and CCR9
receptors have been implicated in thymic homing in fetal and
adult mice [4, 8, 30, 59]. Presumably, other chemokine receptors
are also involved in progenitor migration into the thymus (e.g.,
CXCR4 and CCR5), but their contribution requires additional
conﬁrmation [60]. Our results have also demonstrated CCL21
expression in the thymic MECA32+ blood vessel endothelia that
could be key to the interaction with CCR7+ circulating
progenitor cells and favor their migration, just as other
investigators have emphasized [1]. A quantitative study of this
CCL21 expression associated with thymic endothelia again
showed a signiﬁcant decrease in mutant thymuses with respect
to WT values. In contrast, CCL25 is strongly expressed by TECs
throughout the thymic parenchyma and only appears to be
slightly associated with some blood vessels. Thus, presumably,
a gradient of CCL25 molecules would permeate the blood vessel
walls to participate in the attraction of circulating CCR9+
migrating cells.
Both CCL21 and CCL25 expression was signiﬁcantly di-
minished in thymic MECA32+ endothelial cells in both
EphB22/2 and EphB32/2 mice but not in EphB2LacZ mice
compared with WT thymuses. Likewise, the reduction in
P-selectin expression is very important in both EphB2- and
EphB3-deﬁcient thymuses but does not show signiﬁcant differ-
ences to WT values in the EphB2LacZ thymuses. In agreement,
we had demonstrated previously that the migration mediated by
chemokines of EphB22/2 Lin2 BM-derived progenitor cells,
examined in transwell assays, was signiﬁcantly reduced [13].
Next, we hypothesized that the lack of chemokine receptor
costimulation by EphB2 in EphB22/2 progenitor cells could
account for the reduced migration, but that in EphB2LacZ
progenitors, the presence of the extracellular domain could
evoke certain cross-stimulations, which might explain the
greater degree of thymic colonization found in these mice.
Crosstalk among Eph/ephrins, integrins, and chemokine
receptors has been repeatedly described in other systems,
concluding the participation of different intracellular pathways
that modulate activation of second messengers, including Ras,
Rho, focal adhesion kinase, and others [61].
The relationships between Eph/ephrins and selectins have
been less studied but EphB4 activation upregulates PSGL1 in
endothelial progenitor cells, resulting in increased homing [62].
In contrast, although the absence of EphB2 or EphB3 from the
cell surface of lymphoid progenitors did not seem to affect their
PSGL1 expression, decreased expression of its ligand, P-selectin,
on the thymic endothelial cells of both EphB22/2 and EphB32/2
mice could contribute to the reduced thymic colonization
observed in those mice.
Changes in the expression of ephrinB studied in EphB-
deﬁcient thymuses are also relevant for explaining the decreased
migration into the thymus of EphB-deﬁcient mice. Again, no
signiﬁcant differences were found in the expression of both
ephrinB1 and ephrinB2 on the endothelia of EphB2LacZ
thymuses. However, the expression of these ephrinB decreases
signiﬁcantly in the vascular endothelia of EphB2-deﬁcient
thymuses, more severely in the case of ephrinB1. EphrinB1
expression is also reduced in the EphB32/2 thymic endothelia
compared with that of WT ones. However, no signiﬁcant
differences were seen in the expression of ephrinB2. Together,
these results suggest that ephrinB1 could be more relevant than
ephrinB2 for lymphoid seeding of the adult thymus. On this
respect, in a cancer cell line, EphB2 is strongly phosphorylated by
ephrinB1, weakly by ephrinB2, and little or not at all by ephrinB3
[63]. Thus, our results show an interesting correlation among
reduced lymphoid colonization of the adult thymus, the absence
of either EphB2 or EphB3, and changes in the thymus
microenvironment that affects the expression of certain chemo-
kines, P-selectin, and EphB ligands. Moreover, the forward
signals mediated by the EphB2-ephrinB1 pair signaling appear to
be the most important regulatory factor of the process.
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Numerous studies emphasize the relevance of thymocyte–thymic epithelial cell (TECs)
interactions for the functional maturation of intrathymic T lymphocytes. The tyrosine kinase
receptors, Ephs (erythropoietin-producing hepatocyte kinases) and their ligands, ephrins
(Eph receptor interaction proteins), are molecules known to be involved in the regulation
of numerous biological systems in which cell-to-cell interactions are particularly relevant.
In the last years, we and other authors have demonstrated the importance of these
molecules in the thymic functions and the T-cell development. In the present report,
we review data on the effects of Ephs and ephrins in the functional maturation of both
thymic epithelial microenvironment and thymocyte maturation as well as on their role in
the lymphoid progenitor recruitment into the thymus.
Keywords: thymocytes, thymic epithelium, Eph, ephrin, thymic cell seeding
Introduction
The thymus is a lymphoid organ engaged in the production and homeostatic maintenance of
functionally mature T cells, in which developing thymocytes interact sequentially with an epithelial
network whose three-dimensional architecture is essential for the process. Thymocyte–thymic
epithelial cell (TEC) interactions are, therefore, key for thymus functioning (1), and Eph and ephrins,
two groups of molecules involved in these cell-to-cell contacts, have emerged as novel elements
governing numerous thymic processes (2). Eph represent the largest group of receptor tyrosine
kinases; they bind to surface ligands, ephrins and, according to their sequence homology and affinity
for ephrins, are divided into EphA (10members), which preferentially binds ephrins-A (6members),
ligands bound to the membrane through glycosylphosphatidylinositol, and EphB (6 members)
that bind ephrins-B (3 members) that contains a transmembrane domain and a short cytoplasmic
tail (3).
Eph/ephrins constitute an ubiquitous system due to the high number of members and their
promiscuity, such that a single receptor can bind different ligands and vice versa, albeit with distinct
affinities (4). Eph/ephrin-mediated interactions result in bidirectional signaling in the expressing
cells, forward signals transmitted by Eph, and reverse in the ephrin-expressing cell (5), providing
different cell responses depending on the multiple combinations and the direction of signaling (4).
Eph/ephrins activate numerous signaling pathways that regulate cytoskeleton and cell adhesion but
also gene transcription (6).
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Eph and/or Ephrin are Expressed in the
Thymus and Their Absence Results in
Profound Thymic Hypocellularity
Eph and ephrins, particularly those of the B group, are expressed
widely in both thymocytes and TECs, frequently the same cell co-
expressing the two types of molecules. They appear early in the
thymic primordium (7–9) and a lack of these results in decreased
numbers of both thymocytes (9–11) and TECs (12). The thymic
hypocellularity of Eph/ephrin-deficient mice correlates with con-
comitant increased apoptosis affecting distinct thymocyte subsets
(9–11). However, in all these Eph/ephrin-defectivemice, it is diffi-
cult to establish conclusive correlations between thymic cellular-
ity and thymocyte proliferation. Even in thymocyte-conditioned
ephrin-B1/B2 thymuses, despite the evident reduced cellular-
ity, there are increased proportions of proliferating DP thymo-
cytes (11), suggesting some attempt to recover the thymic cell
content (13).
Thymic epithelial cells (TECs) have been proposed to have
a limited expanding capacity and the number of endodermal
progenitors that organize the early thymic primordium could
determine the final size of embryonic and adult thymus (14).
Indeed, there is little information on the control of TEC survival
and proliferation in general, and by the EphB group in partic-
ular. Developing thymuses of EphB2- and/or EphB3-deficient
mice show increased TEC apoptosis largely affecting immature
EpCAM+MTS20+ cells and EpCAM+Ly51+ cTECs, and in vitro
activation of either EphB or ephrin-B signaling decreases the
proportions of apoptotic WT TECs, whereas its disruption in
RTOCs resulted in increased TEC death. Importantly, RTOCs
established only with EphB-defective TECs yielded higher pro-
portions of apoptotic cells than those observed when RTOCs were
established with TECs and total thymocytes, suggesting that TEC
survival is governed to a greater extent by Eph–ephrin-mediated
thymocyte–TEC interactions (12).
On the other hand, decreased seeding of lymphoid progenitors,
which periodically colonize the thymus, could also contribute
to organ size and cellularity. Reduced lymphoid seeding into
the thymus can be achieved by a reduction in the colonizing
progenitor numbers and/or altered mechanisms of migration.
Although, EphB2-deficient mice show decreased proportions of
early BM hematopoietic progenitors compared to WT mice (15)
their contribution to thymic seeding is a matter of discussion
(16). On the contrary, BM cells expressing molecules known to be
involved in thymus seeding (i.e., CCR7, CCR9, CXCR4, PSGL1)
(17, 18) neither exhibit significant changes in EphB-deficientmice
(15) nor in the numbers of fetal liver CD45+PIRA/B+ precur-
sors (unpublished data). Therefore, the lack of EphB affects the
migratory capacity of progenitor cells rather than the proportions
of colonizing cells.
In vivo and in vitro assays have demonstrated that the lack of
EphB in either lymphoid progenitors or thymic stroma reduces
thymic seeding in both fetal (19, 20) and adult mice (15). In vitro
colonization of WT FTOCs by EphB2 /  or EphB3 / , but not
EphB2-LacZ, Lin  BM cells was significantly reduced compared
to that shown by WT cells (19) and adult WT mice showed lower
seeding into the thymus after in vivo injection of EphB-deficient
Lin  BM cells than WT ones (15). This inability of progeni-
tors to enter both fetal and adult thymus seems to be depen-
dent, at least partially, on a direct role of Ephs in regulating
cell migration, as previously reported for the cell migration of
peripheral lymphocytes (21–23). In vitromigration ofmutant pro-
genitor BM cells was significantly reduced through fibronectin,
laminin, or chemokine gradients, with a more severe reduction
in EphB2-deficient cells than in EphB2-LacZ counterparts. More-
over, EphB2 stimulation by coated ephrin-B1Fc proteins inhibited
laminin- and fibronectin-governingmigration as well as CXCL12,
CCL21, and CCL25-induced chemotaxis, but EphB2-LacZ cells
did not exhibit reduced migration (19). This indicates that the
extracellular domain of EphBpromotesmigration ligand indepen-
dently while forward signaling promotes cell arrest.
In both experimental approaches, all tested BM progenitors,
included WT ones, showed decreased migration into the EphB-
deficient thymus, particularly the EphB2 /  one, which indicates
the relevance of the thymic microenvironment in the process (15,
19). In fact, in both adult and fetal thymuses, decreased migration
correlated with reduced production of ECM components, such as
fibronectin and laminin, and chemokines (i.e., CXCL12, CCL21,
CCL25) (15, 19). Furthermore, P-selectin involved in progenitor
cell migration into the adult thymus (17), showed reduced expres-
sion on endothelial cells of both EphB2- and EphB3-deficient
thymuses, but not of those of EphB2-LacZ cells, and decreased
migration in EphB2 /  thymuses also correlated with reduced
endothelial expression of ephrin-B1 and ephrin-B2, whereas
in EphB3 /  thymuses, the reduction only affected ephrin-B1,
reinforcing the idea that forward signals mediated by the pair
EphB2/ephrin-B1 are particularly important for intrathymic lym-
phoid recruitment (15).
All these results, therefore, support a role for reduced thymic
seeding in the thymic hypocellularity found in Eph/ephrin
mutants. However, increased apoptosis of both thymocytes and
TECs seems to be more relevant because, whereas thymuses
deficient in both CCR7 and CCR9 with profoundly altered lym-
phoid colonization later recover normal thymocyte numbers (24),
EphB2- and EphB3-deficient thymuses do not show that compen-
satory property; on the contrary, they increase their hypocellular-
ity by increasing the death of DN and DP cells (9).
Thymic Alterations Observed in
Eph/Ephrin-deficient Mice Reflect the
Relevance of Thymocyte–TEC Interactions
Eph/ephrin deletion results in specific phenotypic alterations in
both thymocytes and TECs. The lack of EphA4 results in a
blockade of T cell maturation that results in a drop in DP cell
proportions (10) and blockade of Eph/ephrin-A interactions in
FTOCs treated with fusion proteins affects the maturation of
immature CD4 CD8+ thymocytes (2). In correlation, these thy-
muses show a profound collapse of the cortical epithelial network
that significantly reduces the number of cell layers and their orga-
nization whereas immature K5+K8+ TECs and areas devoid of
epithelial cell marker expression increase. Apparently, the epithe-
lial defects determine the lymphoid phenotype because mutant
FTOCs grafted under the WT kidney capsule produce decreased
Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org June 2015 | Volume 6 | Article 3332
García-Ceca et al. Eph/ephrins control thymus biology
proportions of DP thymocytes (10) while mutant thymocytes in a
WT stroma do not reproduce these changes. On the contrary, in
Eph/ephrin-B-deficientmice, alterations are very important in the
epithelial component but less severe in the developing thymocytes
(9, 11, 25). EphB2- andEphB3-deficient thymuses exhibitminimal
changes in the T-cell subset proportions, with an increased per-
centage of total DN cells and reduction of DN3 (CD44 CD25+)
cells (9). However, in this case, EphB acts cell-autonomously on
T-cell differentiation as grafted EphB-deficient alymphoid fetal
thymus lobes colonized byWT lymphoid progenitors exhibit nor-
mal T-cell differentiation (26), while chimeric thymuses generated
with EphB2 /  and EphB2/B3 /  Lin  BM cell progenitors
injected into SCID mice showed a blockade of T-cell maturation
at DN stage and chimeras established with EphB3 /  progenitor
cells showed a partial blockade at this same point that resulted in
low numbers of DP cells (27). Therefore, both EphB2 and EphB3
autonomously control thymocyte development at DN to DP tran-
sition. Bothmolecules are also necessary for the maturation of DP
cells to SP thymocytes as demonstrated in reaggregates (RTOCs)
formed with EphB2- or EphB3-deficient DP thymocytes and WT
TECs (28). Eph expression on thymocytes is also important for
thymocyte survival as in all these chimeric SCID mice there were
increased proportions of apoptotic thymocytes, principally DP
and SP CD4+ cells. Both thymocyte differentiation and survival
seem to be dependent on Eph/ephrin-mediated thymocyte–TECs
interaction and regulated by both forward and reverse signals, as
SCID mice receiving EphB2-LacZ cells showed DP cells but did
not produce SP thymocytes and did not show increased apopto-
sis. Therefore, although Eph forward signaling on thymocytes is
necessary for thymocyte development, reverse signaling on inter-
acting cells, presumably thymic epithelium, partially rescues DN
cell progression to the DP cell compartment, and is important for
cell survival (27). Accordingly, conditional deletion of ephrin-B1
and/or ephrin-B2 in TECs also affects the T-cell development and
the lack of ephrin-B2 is presumably the most important, although
ephrin-B1 also contributes, as double mutants show amore severe
affectation (11). In addition, specific deletion of these ephrins in
thymocytes results in a partial blockade of T-cell maturation at the
DN3 stage (11, 29, 30) and increased thymocyte apoptosis (11).
The phenotype is similar in single and double mutants suggesting
that both molecules have a cooperative rather than redundant
role in thymocyte maturation (11). A similar phenotype, however,
has not been found when EphB2- or EphB3-deficient thymocytes
are developed in a WT stroma in a bone marrow transplantation
experiment into SCID mice (26).
Eph and ephrin signaling also affect thymic epithelium devel-
opment and organization as in both EphB- and ephrin-B-
mutant mice there is a profound transformation of thymic
epithelium that exhibits altered TEC phenotypes (i.e., immature
K5+K8+MTS10+ medullary epithelial cells (mTECs), cortical
K5 K8 MTS20+ cells and K5+K8+ cells) and altered 3D orga-
nization. This change provokes a 2D structure that results in
increased epithelial cysts, collapsed epithelium, and large areas
devoid of epithelial cell markers (11, 25, 31). These latter areas,
of unknown significance, also exist in WT thymuses and in other
mice with defects inmolecules, such as Foxn1, Kremen 1, or Stat3,
involved in TEC maturation (32–34), but are specially developed
in EphB-deficient thymuses. They contain thymocytes and blood
vessels, frequently surrounded by enlarged sheaths of connective
tissue, and are different in cortex and medulla: the former ones
contain thymocytes and some sheathed blood vessels, whereas
in the medulla mTECs delimit areas with enlarged blood vessels,
increased numbers of ER-TR7+ fibroblasts, components of the
ECM (collagen IV, fibronectin, and laminin) (35), dendritic cells
(36), and thymocytes in some areas (37–39).
Cortical areas devoid of epithelium have been described by
others (37–39), receiving the name of epithelial-free areas (EFAs).
EFAs are MHC class-II negative, little vascularized areas that
contain abundant thymocytes frequently in division (39) reported
as accumulations of DP thymocytes that do not undergo positive
selection and will die subsequently by apoptosis (40). On the
contrary, medullary epithelium-free areas that express several
connective tissue markers could have a mesenchymal condition
(35) and represent areas in which Eph-deficient TECs have under-
gone an epithelial–mesenchymal transition, losing their epithelial
cell markers and acquiring a mesenchymal nature. In Eph mutant
mice, EFAs could arise as a consequence of impeded intermingling
and mutual exclusion of thymocytes and TECs caused by the lack
of Eph–ephrin signaling as known in other systems (41).
Presumably, TEC maturation is autonomously governed by
EphB2 and EphB3 expressed on TECs, as some of the pheno-
typical alterations found in EphB2- or EphB3-deficient mice can
be reproduced in grafted mutant lobes colonized by WT host
thymocytes. However, EphB expressed on thymocytes can also
play a non-autonomous role since the epithelial phenotype of
these grafted mutant lobes was not exactly the same as that found
in EphB-deficient thymuses (26), and chimeric SCID thymuses
receiving EphB-deficient thymocytes showed altered histological
organization (27).
Selective deletion of ephrin-B1 and/or ephrin-B2 genes in
thymocytes or TECs permits to determine the relevance of
Eph/ephrin signaling in distinct thymic components (11). In all
ephrin-B-deficient mice, but particularly in the double mutants
with ephrin-B1 and ephrin-B2 deleted in TECs, the thymuses are
small, with scarcely developed cortex and medulla, high num-
bers of K5+K8+ cells, and numerous epithelial cysts. Ephrin-B2
deletion in TECs causes altered distribution of Ly51+ cortical
(c) TEC subsets defined as Ly51hi cells that express DLL4, and
would constitute the cortical niche of DN thymocytes and Ly51lo
cTECs that would represent that of DP cells. Thus, ephrin-B1
deletion in TECs but, also, the lack of ephrin-B1 and B2 in thymo-
cytes induce a cortex in which rounded groups of cTECs express
Ly51 homogeneously, suggesting that ephrin-B1 and B2 expressed
in both thymocytes and TECs cooperate in regulating the dif-
ferentiation and distribution of cortical niches (11). Further-
more, ephrin-B deletion from both thymocytes and TECs affects
medulla organization. Themedulla of thymuses bearing a deletion
of ephrin-B1 or B2 in thymocytes, or those without ephrin-B1 or
ephrin-B1/B2 in TECs, shows increased numbers of large mono-
layered epithelial cysts formed largely by immature K5+K8+,
sometimes MTS20+, TECs, but rarely containing mature UEA1+
or MTS10+ cells that would represent an arrest of medulla
development at an immature stage. They also contain numerous
UEA1hi cells that form small cysts surrounded by a thin rim of
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UEA1lo/ MTS10+ cells that would represent a certain blockade
of medulla organization at a late stage of development, in which
medullary TEC subsets UEA1hiMTS10  and UEA1loMTS10+
develop but MTS20+ cell expansion and 3D organization are
affected (31).
Interestingly, these studies support that ephrin-B1 and ephrin-
B2 deletion in TECs result in different TEC phenotypes sim-
ilar to those generated by ephrin-B1 or ephrin-B2 deletion
in thymocytes. This, once again, indicates that Eph/ephrin-
mediated thymocyte–TEC interactions are also important for
TEC development and arrangement. Although, these molecules
also mediate homotypic interactions (thymocyte–thymocyte;
TEC–TEC), presumably their involvement in thymocyte–TEC
interactions is more important to explain their role in the thy-
mus. However, there are no complementary phenotypes when
the effects of ephrin deletion in TECs are compared with
those observed in thymuses with EphB-deficient epithelium,
or when Eph mutant or ephrin mutant phenotypes are com-
pared. This indicates that in the thymus, as in other systems
(4), the final balance of forward and reverse signals in thy-
mocytes and/or TECs would be more relevant than the mere
presence/absence of certain Eph or ephrins. Besides, other fac-
tors must contribute to the complexity of the system as pheno-
types in different mutant models are more severe in mice with
C57/Bl6–CD1 mixed background than in the non-inbreed strain
C57/Bl6 (10, 11).
In vitro experiments also clearly support the relevance of
Eph/ephrin-mediated thymocyte–TEC interactions in thymus
biology: ephrin-B1Fc proteins added to RTOCs, formed by fetal
TECs and DP thymocytes, disorganize the 3D thymic epithelial
network, prevent thymocyte–TEC association, and alter TCRαβ
signaling (28). Numbers and timing of the establishment of cell
conjugates also change when they are established with EphB-
deficient DP thymocytes (27).
On the other hand, proper T-cell maturation occurs thanks
to the movement of developing thymocytes throughout the
thymic parenchyma, facilitating their interactions with dis-
tinct niches favoring the necessary thymocyte–TEC crosstalk
(42). Analysis by confocal microscopy of the positioning of
EphB2-deficient or WT Lin  BM progenitors in reconsti-
tuted FTOCs demonstrated that higher numbers of WT cells
reached the central area of WT lobes than of EphB2-deficient
cells (19). Furthermore, EphB2 /  total thymocytes migrate
less efficiently through laminin or fibronectin or in response
to CXCL12, CCL21, or CCL25, than WT cells. More impor-
tantly, when forward EphB2 signals were activated by ephrin-
B1Fc protein treatment, there was a significant reduction in
the migration of all EphB2 / , but not EphB2-LacZ, thymo-
cyte subsets. Therefore, together with chemokines and ECM
molecules, the migration of developing thymocytes throughout
the thymic stroma could be promoted by inactivated EphB2
receptors, and negatively modulated by EphB2/ephrin-B interac-
tions (19).
Remarkably, these profound phenotypic alterations observed
in mice deficient in distinct Eph or ephrins do not corre-
late with immune deficiencies and/or pathological processes.
EphA4 /  thymuses (10) and those with deleted ephrin-B1
and/or ephrin-B2 in TECs (11) show decreased proportions of
bothDPTCRαβhi cells andCD69+ cells that could reflect an inef-
ficient TCRαβ selection. However, peripheral lymphoid organs
of both EphA4 /  mice (10) and EphB-deficient mice (9) show
decreased numbers of total T cells, but not significant changes in
the proportions of distinct T-cell subsets. In addition, there are no
changes in the central and peripheral TCRαβ repertoire expressed
onCD4+ T cells of EphB2- and/or EphB3-mutantmice, except for
an increased proportion of Vβ3+CD4+ cells in both thymus and
lymph nodes of the three mutants (43).
In summary, Eph and ephrins are molecules that through
mediating thymocyte–TEC interactions are involved in numerous
processes occurring into the thymus, including cell migration into
and through thymus, T-cell differentiation, and TEC maturation.
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ORIGINAL ARTICLE
Eph/ephrinB signalling is involved in the survival
of thymic epithelial cells
Javier Garcı´a-Ceca, David Alfaro, Sara Montero-Herrado´n and Agustı´n G Zapata
The signals that determine the survival/death of the thymic epithelial cells (TECs) component during embryonic development of
the thymus are largely unknown. In this study, we combine different in vivo and in vitro experimental approaches to define the
role played by the tyrosine kinase receptors EphB2 and EphB3 and their ligands, ephrinsB, in the survival of embryonic
and newborn (NB) TECs. Our results conclude that EphB2 and EphB3 are involved in the control of TEC survival and that the
absence of these molecules causes increased apoptotic TEC proportions that result in decreased numbers of thymic cells and
a smaller-sized gland. Furthermore, in vitro studies using either EphB2-Fc or ephrinB1-Fc fusion proteins demonstrate that
the blockade of Eph/ephrinB signalling increases TEC apoptosis, whereas its activation rescues TECs from cell death. In these
assays, both heterotypic thymocyte–TEC and homotypic TEC–TEC interactions are important for Eph/ephrinB-mediated TEC
survival.
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The thymus is a primary lymphoid organ involved in the functional
maturation of lymphoid progenitor cells.1 Its growth and maturation
are determined by the balance between survival/death, proliferation
and differentiation of different cell components, mainly thymocytes
and thymic epithelial cells (TECs) that establish a continuous and
specific crosstalk during thymus organogenesis.1 Although all these
processes are clearly known in the case of thymocytes,2 we only
partially understand the differentiation of TEC subsets1,3 and have
some data on their proliferation levels.4–6 Very little is also known
about the control of TEC survival. Cook (PhD thesis, University of
Edinburgh, 2010) recently described a low apoptosis in the thymic
epithelium, based on very few assays, and the tumour suppressor
gene, p63, has been pointed out to be a key factor for controlling TEC
survival.6,7 An increased TEC death in Hoxa3 and Pax1 double
knockout mice8 and in mice deprived of BMP4 early in ontogeny has
also been reported.9 Nevertheless, it is important to understand the
mechanisms regulating the growth and size of the TEC compartment
and its potential for regeneration following ageing or damage. In this
respect, in this study, we demonstrate that Eph/ephrinB-mediated
interactions between both thymocyte–TEC and among the different
TECs are implicated in TEC survival in both embryonic and NB
thymuses.
The Eph tyrosine kinase receptors and their ligands, ephrins, are
molecules known to be involved in attachment/detachment processes,
which are critical for the organization of normal and transformed
epithelial tissues, and also for determining the cell fate of distinct
lineages, cell proliferation and survival.10,11 Eph/ephrin interactions
are dependent on cell-to-cell contacts and generate bidirectional
signals, forward in the case of Eph, and reverse in that of ephrin;
hence, both molecules signal in the expressing cells.12
Certain EphB have a role in controlling proliferation and cell
migration in different epithelia.13 We have, also, found profound
alterations in the development and maturation of TECs in EphB2-
and/or EphB3-deficient mice.14 In this study, we demonstrate a
significantly increased apoptosis in the developing thymus of
EphB2- and/or EphB3-deficient mice that largely affects the
EpCAMþLy51þ cortical epithelium and the EpCAMþMTS20þ
progenitor cells. Furthermore, in vitro, both EphB and ephrinB
activations decrease the proportion of apoptotic wild-type (WT)
TECs, whereas the blockade of Eph/ephrinB signalling results in
increased TEC death.
RESULTS
Fetal and NB thymuses of EphB2- and/or EphB3-deficient mice
exhibit increased proportions of apoptotic epithelial cells
We comparatively analysed the proportions of apoptotic cells within
the total EpCAMþCD45 TECs (Figure 1a), as well as in both
cortical TECs (cTECs) (EpCAMþLy51þ ) and medullary TECs
(mTECs) (EpCAMþLy51), defined by the expression of glycopro-
tein Ly51 (Figure 1b).15 In general, the proportions of apoptotic TECs
were low and varied throughout thymus organogenesis. In WTmice,
the percentage of apoptotic TECs peaked at E13.5, decreased at E15.5
to gradually increase again and to reach a new peak in the NB thymus
(Table 1a). Epithelial cell death in mutant mice followed the same
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pattern of evolution, but in all the stages studied, all tested EphB-
deficient mice exhibited higher proportions of apoptotic epithelial
cells than their respective control WT mice (Table 1a). As expected,
increased proportions of apoptotic cells in EphB-deficient mice
resulted in lower numbers of total EpCAMþCD45TECs and
lymphoid cells compared with numbers recorded in WT mice
(Figure 1c), confirming our previous data on the smaller-sized
thymuses of these mutants.14
Similar to the total EpCAMþCD45 TEC population, the
proportion of apoptotic EpCAMþLy51þ cTECs in WT mice also
decreased significantly between E13.5 and E15.5, and then gradually
increased to peak in NB animals (Table 1b). Once again, all mutant
mice showed increased proportions of apoptotic cTECs in all the
stages studied compared with control values, and these correlated
with an important decrease in the area occupied by the keratin 8þ
(K8þ ) TECs (Figure 2a and b). Although in the early stages of
thymus development K8 staining occurs throughout thymic parench-
yma, it is later restricted to the thymic cortex. There were also
statistically significant differences in the percentage of apoptotic
EpCAMþLy51 mTECs between mutant and WT thymuses in all
the mutants studied (Table 1c). Indeed, as a consequence of the
delayed maturation of thymic epithelial progenitor cells in EphB-
deficient mice, the number of EpCAMþLy51 mTECs were parti-
cularly low at E13.5.14 Accordingly, the proportions of apoptosis
showed significant differences between control and EphB2/ and/or
EphB3/ mTECs, particularly from day 15.5 onward (Table 1c).
We further investigated whether the lack of EphB affected not only
the survival of mature cTECs and mTECs but also that of thymic
epithelial progenitor cells identified on the basis of the expression of
both EpCAM and the cell marker MTS20 (Figure 3a). For this
purpose, we comparatively evaluated the proportion of apoptotic
EpCAMþMTS20þ cells in WT and EphB-deficient mice during the
early stages of thymus development (E13.5–E15.5) when epithelial
progenitor cells predominate in the thymic epithelium. In WTmice, a
low proportion (2–3%) of thymic epithelial progenitor cells under-
went apoptosis, whereas in EphB-deficient mice there was a very
important increase in the apoptotic EpCAMþMTS20þ cell percen-
tage at E14.5, which fell to control values one day later (Figure 3b).
Figure 1 Analysis of apoptosis in different thymic epithelial cell subsets. (a) To determine the proportions of apoptotic cells in the total thymic epithelial
cell population, cell suspensions were stained with anti-EpCAM and anti-CD45 antibodies and epithelial cells were defined as EpCAMþCD45 (R1). (b) To
analyse apoptosis in cortical and medullary TEC subpopulations, total cell suspensions were stained with anti-EpCAM and anti-Ly51 antibodies. Cortical
epithelial cells were defined as EpCAMþLy51þ cells (R1) and medullary TECs as EpCAMþLy51 cells (R2). Dot plots show a representative example
carried out in E15.5 thymic lobes. (c) The figure shows an example at E15.5 of the decrease in the absolute number of total epithelial cells
(EpCAMþCD45) and lymphoid cells (EpCAMCD45þ ) in EphB-deficient thymuses compared with WT values. Data represent the mean±s.d. of, at least,
five independent animals. The significance of the Student’s t-test probability is indicated: ***Pp0.005.
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In situ evaluation of TEC apoptosis
To avoid a presumptive high sensitivity of EphB-deficient TECs to the
enzymatic treatment for preparing cell suspensions for fluorescence-
activated cell sorter analysis, we confirmed our results by performing
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling
(TUNEL) assays on in situ cryosections. We observed an increase in
the total TUNELþ cell number (data not shown) as well as increased
numbers of TUNELþK8þ TECs per mm2 of thymic section, confir-
ming a lower TEC survival in mutant thymuses than in WT ones
(Figure 3c and d).
Eph/ephrinB signalling-mediated thymocyte–TEC interactions
affect TEC survival
To confirm whether Eph/ephrinB signalling controls TEC survival, we
established reaggregate thymus organ cultures (RTOCs) with E14.5
WT TECs and total WT thymocytes isolated from 2-month-old WT
mice in the presence of either soluble 10mgml1 ephrinB1-Fc or
EphB2-Fc fusion proteins, which in vitro block Eph/ephrinB interac-
tions,16 using human immunoglobulin G (IgG) protein as a control.
After 48h of culture, the survival of EpCAMþCD45 TECs obtained
from the cell suspensions yielded by RTOCs was determined by flow
cytometry using AnnexinV and 7-amino-actinomycin-D (7AAD)
staining. In all experimental conditions, RTOCs grown in the
presence of either EphB2-Fc or ephrinB1-Fc proteins showed
increased proportions of AnnexinVþ /7AAD apoptotic cells and
lower TEC numbers when compared with those observed in control
cultures supplied with human IgG proteins (Table 2a).
To further analyse the importance of Eph/ephrinB interactions in
TEC survival, we assayed whether the activation of Eph/ephrinB
signalling restored TEC survival (Table 2b). Then, we cultured WT
TECs isolated from 2-deoxiguanosine (2-dGuo)-treated E14.5 thymus
lobes in the presence of either immobilized, activating ephrinB1-Fc,
EphB2-Fc or human IgG proteins. After 24 h of culture, secondary
necrotic cells were discarded and the proportions of yielded apoptotic
EpCAMþCD45 cells were analysed. EphrinB1-Fc or EphB2-Fc
protein treatment significantly reduced the proportions of apoptotic
epithelial cells in the cultures permitting the recovery of higher
numbers of TECs (Table 2b). These results demonstrate, as previously
reported for thymocytes,16,17 the importance of Eph/ephrinB
signalling for the control of TEC survival.
EphB2 and EphB3 receptor-mediated heterotypic interactions
between TECs and thymocytes are involved in epithelial survival
Our results demonstrated that Eph/ephrinB signalling have a role in
the survival of TECs, but did not determine whether this effect was
cell autonomously or non-cell autonomously mediated nor which
signals, forward or reverse, affected TEC survival. We, therefore,
comparatively analysed the apoptotic TECs yielded after 48 h of
culture by RTOCs established between WT thymocytes and EphB-
defective TECs, and vice versa (Table 3a and b). Figure 4 explains the
different cell combinations and the transmitted signals involved in
these experiments. When RTOCs were established with EphB2- and/
or EphB3-deficient TECs and total WT thymocytes (Figure 4 (a-1)),
increased proportions of apoptotic TECs (EpCAMþCD45) and
decreased numbers of recovered cells were found compared with the
values observed in control RTOCs established with both WT TECs
and thymocytes (Figure 4 (a-0) and Table 3a). In all cases, the
percentages of apoptotic and TEC numbers were similar using
EphB2- and/or EphB3-deficient stroma. When RTOCs were estab-
lished with TECs isolated from EphB2LacZ mice, which express a
truncated form of EphB2 that does not transmit forward signals to
EphB2LacZ-expressing TECs, but activates ephrinB expressed on
thymocytes and transmits a reverse signal to them (Figure 4 (a-2)),
the percentage of apoptotic TECs remained significantly higher and
the TEC number lower than in the controls (Table 3a). These results
suggest that the presence of a reverse signal in thymocytes does not
improve TEC survival, emphasizing the relevance of EphB2 forward
signals for the control of TEC survival and, therefore, the cell-
autonomous nature of the process.
On the other hand, EpCAMþCD45 epithelial cells from RTOCs
established with WT TECs and EphB-deficient thymocytes (Table 3b),
in which the first ones receive Eph forward, but not ephrin reverse
signals (Figure 4 (b-1)), showed, in all cases, significantly increased
proportions of apoptotic and reduced numbers of TECs (Table 3b).
These results demonstrated that only EphB2 and/or EphB3 forward
signalling in TECs is not sufficient to recover epithelial cell survival.
Confirming these results, TECs from RTOCs established with WT
TECs and EphB2LacZ thymocytes, which exhibit both forward and
reverse signalling (Figure 4 (b-2)), recovered control values of TEC
apoptosis and cellularity (Table 3b), demonstrating the importance of
ephrinB reverse signals in TEC for their survival. Taken together, these
results suggest that both forward and reverse signals transmitted
through Eph and ephrinB expressed on TEC contribute to TEC
survival in a cell-autonomous process.
EphB2- and/or EphB3-mediated homotypic interactions between
distinct TECs are also important for the survival of TECs
Our results demonstrate that Eph/ephrinB-mediated heterotypic
interactions between thymocytes and TECs are important for TEC
survival, but, in physiological conditions, TECs, which express both
Eph and ephrinsB,18 also establish mutual interactions to constitute a
thymic epithelial network. Accordingly, it was important to determine
whether Eph/ephrinB-mediated homotypic interactions between
Table 1 Percentage of apoptotic cells in the TEC fraction of WT and
EphB2- and/or EphB3-deficient mice
E13.5 E15.5 E17.5 NB
(a) % Of apoptosis in total TECs (EpCAMþCD45)
WT 4.69±0.14 1.79±0.37 3.73±0.54 4.63±0.73
EphB2/ 5.87±0.82* 2.54±0.30* 5.64±0.57** 6.97±0.53**
EphB3/ 6.07±0.31** 3.82±1.30* 6.18±0.55** 6.70±0.45**
EphB2/B3/ 5.50±0.13* 3.15±0.64* 5.68±0.29** 7.48±0.81***
(b) % Of apoptosis in cortical TECs (EpCAMþLy51þ )
WT 4.84±0.16 2.01±0.35 3.96±0.59 5.36±0.71
EphB2/ 6.21±1.19* 3.26±0.58* 5.73±0.67** 7.69±0.68**
EphB3/ 6.79±0.35** 4.13±1.25* 6.33±0.89** 7.53±0.56**
EphB2/B3/ 5.85±0.12* 3.32±0.56* 5.73±0.56** 8.35±0.72***
(c) % Of apoptosis in medular TECs (EpCAMþLy51)
WT 0.70±0.37 0.36±0.22 0.83±0.19 0.88±0.09
EphB2/ 1.93±0.41* 0.89±0.28* 1.35±0.28* 1.44±0.35*
EphB3/ 1.48±0.22* 1.50±0.45* 1.52±0.62* 1.47±0.24*
EphB2/B3/ 1.26±0.21* 1.87±0.33** 1.77±0.37* 1.55±0.19*
Abbreviations: 7AAD, 7-amino-actinomycin-D; E, embryonic day; NB, newborn; TECs, thymic
epithelial cells.
Data show the percentages of apoptosis in total EpCAMþCD45 TECs (a) either in
EpCAMþLy51þ cortical TECs (b) or in EpCAMþLy51 medullary TECs (c). Notice the
increased values of apoptosis in the EphB-mutant lobes in all developmental stages for total,
cortical and medullary TECs compared with WT values. Apoptotic cells were defined as
AnnexinVþ /7AAD. In the three TEC populations, the proportions of apoptotic cells are
significantly higher in mutant than in WT mice. Data represent the mean±s.d. of, at least, five
independent animals. The significance of the Student’s t-test probability is indicated as follows:
*Pp0.05; **Pp0.01; ***Pp0.005.
Eph/ephrinB affect TEC survival
J Garcı´a-Ceca et al
132
Immunology and Cell Biology
distinct TECs could also contribute to TEC survival. RTOCs were
then established only with WT or the different EphB-deficient TECs,
in the absence of thymocytes, obtained from 2-dGuo-treated, then
trypsin-digested fetal thymus organ cultures (FTOCs) and re-
aggregated again. When RTOCs were performed only with EphB2-
and/or EphB3-deficient TECs, which receive neither forward nor
reverse signals (Figure 4 (c-1)), the proportions of apoptotic cells were
higher and the recovered cell number lower than those observed in
WT RTOCs (Table 3c). On the other hand, RTOCs established only
with EphB2LacZ TECs, which only receive reverse, but not EphB2
forward signals (Figure 4 (c-2)), showed increased proportions of
apoptotic TECs and, accordingly, reduced cell content compared with
those formed with WT TECs, indicating again that reverse signalling
alone is not capable of restoring TEC survival (Table 3c). These
results, therefore, support that EphB2- and/or EphB3-mediated
interactions between different TECs are important for epithelial
survival. However, those established between thymocytes and TECs
seem to be more relevant because the proportion of apoptotic TECs
was higher when lymphoid cells had been eliminated from the RTOCs
(to compare, see Table 3a–c).
DISCUSSION
The thymuses of EphB2- and/or EphB3-deficient mice show pro-
found hypocellularity that affects both thymocytes and TECs.14,18 In
previous studies, we have shown that reduced numbers of thymocytes
in these mutants correlated with increased apoptosis, decreased
numbers of cycling cells18 and a certain capacity of bone marrow
cell progenitors to colonize the thymic primordium.19 However, the
reason for the decrease in TEC numbers, evidenced from early
ontogeny,14 had not been examined. In this study, we demonstrate
that fetal and NB thymuses of EphB2- and/or EphB3-deficient mice
exhibit higher proportions of apoptotic epithelial cells than WTmice.
This increased apoptosis largely occurs not only in the
EpCAMþLy51þ cTECs but also in the EpCAMþMTS20þ
Figure 2 A reduced K8þ epithelial network occurs in EphB-deficient mice. (a) Representative thymic sections of either WT and EphB-deficient mice of
different ages stained for K8 cortical marker. In all studied stages, there was a reduction in the K8þ epithelial cell network in EphB-mutant thymuses
compared with WT ones. Images are representative of, at least, three independent lobes. (b) The K8þ epithelial network is represented in pixels. The
reduced area occupied by the K8þ network in the EphB2- and/or EphB3-deficient thymuses correlates with the increased proportions of apoptotic
EpCAMþLy51þ cTECs shown in Table 1b. Data represent the mean±s.d. of, at least, 10 sections of three independent thymic lobes. The significance of
the Student’s t-test probability is indicated: **Pp0.01; ***Pp0.005. Scale bars: E13.5, 100mm; E15.5, E17.5 and NB, 200mm.
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epithelial progenitor cells, which predominate in the early stages of
thymus development in these mutant mice.14 A high number of
apoptotic cortical TECs, corroborated by increased TUNELþK8þ
cells in situ observed in the EphB-deficient thymuses, correlates with a
reduction in the K8þ epithelial network. K8 is a cell marker mainly
expressed by cTECs, although there is a minor K8þ medullary
epithelial cell subset.20 In our study, we do not distinguish between
the two K8þ cell subsets, but the K8þ medullary cell population is
lower than the K8þ cortical cells, particularly during fetal and
neonatal life.
Very few studies have focused on analysing the mechanisms and the
physiological significance of the survival/death of TECs. Cook (PhD
thesis) pointed out that a low percentage of apoptosis in TECs (in the
range of 2–4%) does not significantly affect thymus homeostasis.
However, it is important to highlight the occurrence of efficient
clearance mechanisms of dead cells in the thymus that could mask the
real levels of apoptosis.6 Several molecules, some of them directly or
indirectly related to Eph/ephrins (see below), have been claimed to be
involved in the control of TEC survival. A homologue of the p53
tumour suppressor gene, p63, has a central role in maintaining
thymic epithelial progenitor cells,6,7 and fetal and neonatal mice
lacking p63 show a hypoplastic thymus with increased apoptotic
epithelial cells.6 Remarkably, FGFR2IIIb, a receptor for FGF7 and
FGF10, two proliferating factors produced by the thymic
mesenchyme, expressed on TECs is a direct target of p63.5 In
addition, epithelial cell death increased by approximately fourfold
in the thymus of Hoxa3þ /Pax1/ mutant mice8 and, recently, the
loss of BMP4 from the pharyngeal epithelium and surrounding
Figure 3 Apoptosis of TEC progenitors and in situ thymic cell death analysis. (a) To determine the proportions of apoptotic epithelial progenitor cell,
suspensions isolated from either mutant or WT mice were stained with anti-EpCAM and anti-MTS20 supernatants. Epithelial progenitor cells were defined
as EpCAMþMTS20þ (R1); the dot plot shows a representative example of these cells in E13.5 WT thymic lobes. The proportions of apoptotic cells were
determined gating in the marked region. (b) The proportions of apoptotic EpCAMþMTS20þ cells were evaluated at E13.5–E15.5. Results indicate that
EphB-deficient progenitor cells undergo a significant increase in apoptosis at E14.5, but have normal values at E13.5 and E15.5 with respect to WT
progenitor cells. Data represent the mean±s.d. of, at least, five independent animals. (c) Images show both apoptotic TUNELþK8 (arrowhead) and
epithelial TUNELþK8þ cells (arrow) (K8, red; TUNEL, green; Hoechst33342, blue). (d) Numbers of TUNELþK8þ cells per mm2 in both E15.5 and
E17.5 mutant and WT thymuses. In both stages, increased numbers of apoptotic K8þ cells were observed in situ in all EphB-deficient mice. Data
represent the mean±s.d. of, at least, 10 sections of three independent thymic lobes. The significance of the Student’s t-test probability is indicated:
**Pp0.01; ***Pp0.005.
Table 2 Blockade and activation of Eph/ephrinB signalling affects
the survival of TECs
IgG ephrinB1-Fc EphB2-Fc
(a) RTOCs treated with ephrinB1-Fc or EphB2-Fc
% Apoptotic TECs 5.41±1.29 8.23±1.41** 8.17±0.93**
Recovered TECs (103) 4.61±0.72 2.98±0.85* 2.71±0.76**
(b) TECs stimulated with ephrinB1-Fc or EphB2-Fc
% Apoptotic TECs 38.36±3.12 31.21±1.73** 32.50±2.02*
Recovered TECs (103) 2.36±0.02 2.84±0.07** 2.80±0.15*
Abbreviations: 2-dGuo, 2-deoxiguanosine; Ig, immunoglobulin; RTOCs, reaggregate thymus
organ cultures; TECs, thymic epithelial cells.
(a) The treatment of RTOCs established with 2.5105 adult thymocytes and the same number
of E14.5 TECs, with 10mg ml1 of either soluble ephrinB1-Fc or EphB2-Fc fusion proteins,
which block Eph/ephrinB signalling, during 48h increased the percentage of apoptotic
EpCAMþCD45 cells and reduced the number of TECs recovered as compared with RTOCs
receiving control IgG proteins. (b) The activation of Eph/ephrinB signalling rescues TECs from
apoptosis. WT TECs isolated from E14.5 2-dGuo-treated thymic lobes were cultured in the
presence of either 10mg ml1 immobilized ephrinB1-Fc, EphB2-Fc fusion proteins or human
IgG. After 24h, the activation of Eph/ephrinB signalling by either ephrinB1-Fc or EphB2-Fc
fusion proteins resulted in a reduction of the proportions of apoptotic EpCAMþCD45 TECs
together with a higher number of recovered TECs in treated than in WT RTOCs. Data represent
the mean±s.d. of, at least, five independent assays. The significance of the Student’s t-test
probability is indicated as follows: *Pp0.05; **Pp0.01.
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mesenchyme was demonstrated to result in a dramatic increase in
apoptotic embryonic TECs.9
There is no clear explanation, however, for the physiological
significance of the programmed cell death of epithelium during
thymus ontogeny. According to our results, the proportions of WT
apoptotic TECs peak at E13.5, later decrease and gradually increase
again to peak in NB mice. It is possible then to speculate that the
pattern of apoptosis in the epithelial cell compartment during thymus
ontogeny may be associated with processes occurring concomitantly
in the organ. Thus, high proportions of apoptotic TECs could be
related to the arrival of lymphoid progenitors to the thymic
primordium21 or the remodelling of thymic epithelium due to
establishment of the vascular network.22 Lymphoid precursors
invade the thymic primordium around E12.5 and onwards, and
establish necessary lympho-epithelial interactions for organizing a
three-dimensional network, which is essential for thymic
functioning.21 To our knowledge, there are no data, however, on
the role played by these interactions in TEC survival, but a good
correlation has been reported between increased proliferative activity
of TECs and colonization of the thymic primordium by the first wave
of lymphoid progenitors.23 Our current results demonstrate that Eph/
ephrinB signalling-mediated thymocyte–TEC interactions are parti-
cularly important for controlling TEC survival because the presence of
thymocytes contributes to recover TECs from cell death (see later). By
contrast, the distribution of mesenchyme in the thymus primordium
changes dramatically around E13.5 when surrounding mesenchyme
cells invaginate into the epithelial anlage24 differentiating into
perivascular cells and then into mature blood vessels.22
EphB2- and/or EphB3-deficient fetal and NB mice show increased
proportions of apoptotic TECs compared with the respective WT
mice. In addition, in vitro blockade of EphB/ephrinB signalling in
RTOCs established between E14.5 WT TECs and adult WT total
thymocytes with either soluble ephrinB1-Fc or EphB2-Fc fusion
proteins increases TECs death, in agreement with the observed
reduction in the number of TECs, whereas its activation decreases
the proportion of dying TECs and increases TEC numbers. However,
in other mice deficient in molecules involved in thymus development
(that is, TGFb, Wnt) that exhibit similar thymic epithelium pheno-
types to those described in EphB2- and/or EphB3-deficient mice,14
the proportions of apoptotic cells have not been found to in-
crease.25–27 The deletion of Rac-1, a GTPase involved in the
signalling downstream of Eph receptors, in K14- or K5-expressing
epithelial cells, which courses with failure of thymus organogenesis
with loss of corticomedullary organization and increased numbers of
double-negative thymocytes, provokes increased apoptosis of TECs.28
We are currently evaluating Rac-1 expression in the thymus of EphB-
deficient mice because both Rac-1 activation and inhibition have been
reported after Eph signalling.12 The increased apoptosis of TECs
observed in our study seems to be a specific consequence of the lack
of Eph/ephrin signalling. In agreement, previous evidence confirms
Figure 4 Patterns of Eph/ephrinB signalling that occur in RTOCs established with thymocytes and TECs or with TECs alone. (a-0) In RTOCs established with
WT thymocytes and WT TECs, both cell types express EphB2, EphB3 and ephrinB and receive both forward (F) and reverse (R) signals.
(a-1) In RTOCs established with WT thymocytes and EphB-deficient TECs, the latter receive ephrinB reverse, but not EphB forward signals, whereas
thymocytes only receive forward, but not reverse signals. (a-2) In RTOCs established with WT thymocytes and EphB2LacZ TECs, the epithelial cells receive
reverse, but not forward signals, whereas WT thymocytes receive both types of signals. (b-1) In RTOCs established with EphB-deficient thymocytes and WT
TECs, TECs receive forward, but not reverse signals, whereas, on the contrary, thymocytes receive reverse, but not forward signals. (b-2) RTOCs established
with EphB2LacZ thymocytes and WT TECs. In these conditions, TECs receive both reverse and forward signals, but thymocytes only receive reverse ones.
(c-1) In RTOCs established only with EphB-deficient TECs, the cells do not receive any Eph/ephrinB-mediated signal. (c-2) Cells from RTOCs established
only with EphB2LacZ TECs receive only reverse, but not forward signals.
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that these molecules have a role in the survival of different cell types,
although the results are controversial.29,30
EphA4 can initiate cell death in the absence of its ligand ephrinB3
and, in the adult subventricular zone, the ephrinB3 abolishing results
in increased cell death.11 On the contrary, in vivo stimulation of
EphA7 through ectopic overexpression of ephrinA5 in the embryonic
cortex and in vitro challenge of EphA7þ cortical progenitors with
clustered ephrinA5-Fc fusion proteins induced apoptosis of neural
progenitors.10 This same study reported about a twofold decrease in
cortical progenitor cell death at mid-neurogenesis in EphA7/
mice.10 By contrast, reduced proliferation in colon crypts in mice
lacking EphB2 and EphB3 does not course with an increased number
of dying cells and the apoptotic cell death in crypts was not
significantly affected by the inhibition of EphB signalling in
ephrinB2-Fc-injected mice.13 It is important to remark that some
authors have reported no thymus phenotypes in mice deficient in
different Eph and ephrins.19 Particularly important for the scope of
this study is the recently reported lack of alterations in the thymus of
mice, which show the specific deletion of ephrinB2 in interleukin-7-
producing TECs.31 In this study, however, the condition of the thymic
epithelium is not analysed and described variations in the TCRbþ cell
populations are not statistically evaluated. On the contrary, we have
found profound alterations in the thymus phenotypes of mice
showing conditional ephrinB1 and/or ephrinB2 deletion in K5þ
TECs (Cejalvo, PhD thesis, Complutense University of Madrid,
2011). The high phenotypic variability observed in Eph/ephrin-
deficient mutants and differences in the time of ephrinB2 deletion
could explain the different results; whereas ephrinB2 deletion under
the control of interleukin-7 promoter occurs around E12.5–13, when
interleukin-7 expression begins,3 the keratin 5 gene is expressed earlier
on day 11 in all TECs of the thymic primordium.14
In the case of T lymphocytes, most results support that Eph/ephrin
signalling rescues from apoptosis, whereas its blockade, or the lack of
signalling, increases apoptosis. EphA4/ mice exhibit increased
numbers of apoptotic thymocytes32 and FTOCs treated with either
blocking soluble EphA1-, A2-, A3-Fc or ephrinA1-Fc fusion proteins
yield increased apoptotic thymocytes.17 In addition, stimulation of
murine thymocytes with ephrinA attenuates TCR-mediated induced
apoptosis33 and the crosslink of EphB2 with ephrinB1 protects
thymocytes from anti-CD3-induced apoptosis.34,35 On the contrary,
it has also been reported that anti-EphB6 antibodies in the presence of
suboptimal doses of anti-CD3 reagents increase cell death.36 Indeed,
comparing results is difficult because assayed cell types and
experimental models are very different. In this respect, we
demonstrated that the effects of Eph/ephrinB on the apoptosis of
thymocytes are dependent on the density of immobilized fusion
proteins, which result in increased proportions of apoptotic double-
positive thymocytes that later decrease.16
We further evaluate the relevance of forward and reverse signalling
transmitted through EphB- or ephrinB-expressing cells, respectively,
for TEC survival establishing RTOCs with different combinations of
WT and EphB-deficient TECs and total thymocytes. Our results
indicate that TEC survival is a cell-autonomous process that needs
both EphB forward and ephrinB reverse signals in the heterotypic
interactions mediated by thymocytes and TECs. In addition, we
studied the influence of mutual TEC–TEC interactions because
thymocyte–TEC interactions become important during thymus
ontogeny just after the colonization of the thymic primordium by
lymphoid progenitors but not earlier.21 Again, the lack of forward and
reverse signalling in RTOCs established with EphB-deficient TECs
courses with increased apoptosis, and the presence of only reverse
signals in RTOCs formed with EphB2LacZ TECs does not rescue from
cell death, and thus reinforcing the relevance of forward signalling.
Furthermore, thymocyte–TEC interactions seem to be more impor-
tant than those established between TECs because in RTOCs devoid
of thymocytes, the proportions of apoptotic cells are higher than
those found in RTOCs established with total thymocytes and TECs,
resulting in reduced numbers of TECs in the first ones. This supports
the importance of thymocyte–TEC interactions in thymus develop-
ment as it has been previously claimed by many other authors.21
In summary, these results support a role for Eph/ephrinB in the
control of TEC survival, adding new functions for these molecules in
the thymus glands, apart from those reported previously,19 such as
their involvement in the lymphoid colonization of the thymic
Table 3 Eph/ephrinB signalling is involved in TEC survival
WT EphB2/ EphB2LacZ EphB3/ EphB2/B3/
(a) RTOCs established with WT thymocytes and different TECs
% Apoptotic TECs 4.90±0.88 7.42±1.14** 7.07±0.90*** 6.83±0.90*** 7.57±1.28*
Recovered TECs (103) 3.75±0.48 2.40±0.58*** 2.50±0.40*** 2.50±0.37*** 2.31±0.17***
(b) RTOCs established with different thymocytes and WT TECs
% Apoptotic TECs 5.35±0.32 7.70±1.36** 5.78±0.77 6.96±0.47*** 6.52±0.33**
Recovered TECs (103) 3.88±0.29 2.56±0.29*** 3.61±0.96 2.60±0.35*** 2.66±0.63*
(c) RTOCs established only with different TECs
% Apoptotic TECs 11.93±2.77 17.90±2.10*** 20.79±1.44*** 18.09±3.52** 18.66 ±1.80***
Recovered TECs (103) 0.85±0.08 0.68±0.08*** 0.53±0.09** 0.70±0.06*** 0.73±0.08*
Abbreviations: RTOCs, reaggregate thymus organ cultures; TECs, thymic epithelial cells; WT, wild type.
(a and b) The 2.5105 cell thymocytes and the same number of TECs were reaggregated and cultured during 48h. When RTOCs were established with WT thymocytes and either EphB2- and/or
EphB3-deficient TECs (a), the proportions of apoptotic EpCAMþCD45 cells increased, whereas the recovered TEC number of TECs decreased compared with WT RTOCs. A similar result was
obtained when RTOCs were established with EphB2LacZ TEC (cells capable of stimulating ephrinB-expressing cells, but unable to transmit forward signals to TECs), revealing the importance of
EphB2 forward signalling in TEC survival. On the other hand (b), when RTOCs were established with WT TECs and EphB2- and/or EphB3-deficient thymocytes, where epithelial cells are able to
receive Eph forward, but not ephrinB reverse signals, the percentage of apoptotic EpCAMþCD45 epithelial cells also increased. On the contrary, in RTOCs containing EphB2LacZ thymocytes
capable of transmitting reverse signals to TECs, there were no significant variations in the percentage of apoptotic TECs and TEC numbers compared with the control WT RTOCs, thus
demonstrating the importance of ephrinB reverse signalling for TEC survival. (c) RTOCs established with either 2.5105 WT TECs or EphB2- and/or EphB3-deficient TECs and cultured during
48h. Increased proportions of apoptotic EpCAMþCD45 TECs and reduced numbers of recovered TECs occurred in RTOCs established with EphB2- and/or EphB3-deficient TECs compared with
those found in RTOCs containing WT TECs. Also, RTOCs established with EphB2LacZ TECs exhibited increased percentages of apoptotic TECs and reduced cell numbers than control RTOCs, thus
demonstrating the importance of EphB2 forward signalling. Apoptotic cells were defined as AnnexinVþ /7AAD. Data represent the mean±s.d. of, at least, five independent RTOCs. The
significance of the Student’s t-test probability is indicated as follows: *Pp0.05; **Pp0.01; ***Pp0.005.
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primordium, the migration of thymocytes throughout distinct thymic
territories, the regulation of keratin expression by TECs and the
organization of thymic cortex and medulla. Taken together, these data
show that Eph/ephrins are a particularly important family of
molecules in thymus gland biology.
METHODS
Mice
EphB2-37 and/or EphB3-38 deficient mice, as well as those expressing
EphB2LacZ37 in a CD1 background were generously provided by Dr Mark
Henkemeyer (University of Texas, Southwestern Medical Centre, Dallas, TX,
USA). The EphB2LacZ mice expressed a truncate EphB2 molecule fused to b-
galactosidase capable of stimulating ephrinB-expressing cells, but were unable
to transmit EphB2 forward signals. For in vivo cell death analysis, WT and
mutant mice were obtained from heterozygous parents and in vitro assays,
based on RTOCs that used CD1 WT and EphB-deficient mice obtained from
homozygous parents. In the studies using embryonic mice, the day of vaginal
plug detection was designated as day 0.5. At least five animals (WT and
mutants) were used for each experimental group. All animals were bred and
maintained under pathogen-free conditions in the animal care facilities of the
Complutense University of Madrid.
Cell suspensions and cell death analysis
Thymuses from mice at different developmental stages (embryonic day (E):
13.5, 14.5, 15.5, 17.5 and NB) or RTOCs (see below) were disaggregated using
trypsin 1 (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) in RPMI 1640 during 20min at
37 1C and later gently pipetted to obtain a single-cell suspension. Before this,
the counting cells were washed, resuspended in RPMI 1640 with 5% fetal calf
serum and 5mM ethylenediaminetetraacetic acid, and then stained for 15min
at 4 1C with different fluorochrome-conjugated antibodies (anti-CD326
(EpCAM, clone G8.8), anti-Ly51 (clone 6C3), anti-CD45 (clone 30-F11)
(BioLegend, San Diego, CA, USA) and MTS20 supernatant (kindly provided
by Dr Richard Boyd)) and AnnexinV at room temperature (BioLegend).
MTS20 expression was detected using an anti-ratIgM antibody (Jackson
Immunoresearch, Baltimore, MD, USA). Secondary necrotic cells were
discarded for analysis after staining with 7AAD (BD Biosciences, Erembode-
gem, Belgium). AnnexinVþ /7AAD cells were considered to be apoptotic
cells. Cell analysis was performed in a FACSCalibur device (BD Immuno-
cytometry Systems, San Jose, CA, USA) equipped with CellQuest software
from the Cytometry and Fluorescence Microscopy Centre (Complutense
University, Madrid, Spain). Non-viable cells were excluded by forward-side
scatter in all cases.
Immunofluorescence studies
Thymic sections of 6mm thickness from either WT or EphB-deficient E13.5,
E15.5, E17.5 or NB mice were fixed in acetone for 10min and air dried.
Cryosections were stained with both anti-K8 (Troma-1; Developmental Studies
Hybridoma Bank, Iowa City, IA, USA) and anti-K5 (Covance, Berkeley, CA,
USA) monoclonal antibodies. Primary antibodies were incubated during 1 h at
room temperature. After being washed three times in cold phosphate-buffered
saline (PBS), staining was detected using an anti-ratIgGTexasRed and anti-
rabbitIgGAlexa488 antibodies (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), and
incubated during 45min at room temperature. Sections were then washed in
cold PBS three times during 5min and mounted with antifade Prolong Gold
(Molecular Probes). Sections were observed and photographed in a Zeiss
Axioplan microscope provided with a Spot 2 digital camera at the Cytometry
and Fluorescence Microscopy Centre (Complutense University).
Quantitative analysis of K8þ areas of thymus lobes
A minimum of 10 non-overlapping serial sections (6mm thick) from each
thymus lobe of at least three different animals were analysed. The quantitative
analysis of K8þ epithelial cell areas was carried out using Adobe Photoshop
CS3 software (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). In this analysis, we
included all K8þ -expressing cells occurring in both mutant and WT thymuses,
independently of the levels of cell marker expression. For each image, we
calculated the K8þ -stained pixels, excluding K5þK8þ cells, and divided by
the total thymic area analysed.
In situ cell death analysis (TUNEL assay)
Thymic cryosections of 6mm thickness from E15.5 and E17.5 WT and mutant
mice were fixed in cold 4% paraformaldehyde during 5min. Sections were
rinsed in cold PBS three times during 5min, and then treated with cell
permeabilization solution (0.1% sodium citrate with 0.1% Triton X-100) for
2min on ice, again rinsed twice (for 5min each) and incubated for 1 h in a
humidified chamber at 37 1C with the TUNEL reaction mixture (Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland) according to the supplier’s instructions.
Samples were then washed three times for 5min in PBS, and stained with
an anti-K8 monoclonal antibody, as described above. Cell nuclei were detected
by staining with Hoechst 33342 (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR,
USA). For this analysis, we evaluated a minimum of 10 non-overlapping serial
sections from each thymus lobe of at least three different animals. We calculate
the number of dead TECs, defined as TUNELþK8þ per mm2.
Reaggregate thymus organ cultures
TECs were obtained from 2-dGuo-treated E14.5 thymic lobes from either WT,
EphB2/, EphB3/, EphB2/B3/ or EphB2LacZ mice, as described
previously.39 Total thymocytes were isolated from either WTor EphB-deficient
2-month-old mice. To determine the role of heterotypic cell interactions in
TEC apoptosis, thymocytes and TECs were mixed together by centrifugation
(10min at 4 1C) at a 1:1 ratio (total number of cells 5 105) and the pellet was
transferred to 2-mm polycarbonate filters in organ cultures on RPMI 1640 with
10% fetal calf serum cell culture medium. The role of homotypic interactions
in TECs death was analysed in RTOCs established only with WT or EphB-
deficient TECs (total number of cells 2.5 105). To evaluate the effects of the
blockade of Eph/ephrinB signalling by soluble fusion proteins, RTOCs were
established with WT TECs and total thymocytes. Each cell type was treated
before reaggregation with 10mgml1 of either ephrinB1-Fc, EphB2-Fc (R&D
Systems, Oxon, UK) or purified human IgG (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid,
Spain) during 45min at 4 1C. In all cases, RTOCs were cultured during 48h in
a medium containing the fusion proteins and were then processed for the
apoptosis assay as described above. To evaluate treatments in the same
experimental conditions in all cases, the cell suspensions were acquired for
150 s with uniform flow and the non-viable cells were excluded by forward-
side scatter.
Activation of Eph/ephrinB signalling in TECs
Flat-bottomed culture plates (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) were
coated with 50ml of either ephrinB1-Fc, EphB2-Fc (R&D Systems, Oxon, UK)
or purified human IgG (10mgml1) (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Spain)
proteins on gelatine 1% (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Fusion proteins were
incubated during 2 h at 37 1C and then plates were rinsed with PBS three
times. A total of 1.0 105 WT total TECs from 2-dGuo-treated E14.5 thymic
lobes depleted of thymocytes, as described previously, were plated and
incubated in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum at 37 1C in a 5% CO2
humidified atmosphere. After 24 h, cells were detached using trypsin 1 in
RPMI 1640, washed and their levels of apoptosis analysed by flow cytometry,
as described previously. In all cases, the cell suspensions were acquired for 150 s
with uniform flow. Non-viable cells were excluded by forward-side scatter.
Statistical analysis
The results were expressed as means±s.d. The statistical significance of
differences compared with control values was analysed using the Student’s
t-test and indicated as follows: *Pp0.05; **Pp0.01; ***Pp0.005.
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Eph/ ephrin-mediated interactions govern many
aspects of thymus biology
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The thymus is a primary lymphoid organ in which a 3D epithelial network supports the functional
maturation of lymphoid progenitor cells into T lymphocytes. This complex process is highly dependent on the
migration of developing thymocytes to the adequate thymic niches in which thymic epithelial cells (TECs) and
thymocytes establish critical interactions. Eph receptors and their ligands, ephrins, partially mediate these
interactions and are, therefore, involved in numerous processes occurring in the thymus. In the present article,
available information supporting this assumption is reviewed.
Eph is the largest family of tyrosine kinase receptors of animal cells. Their ligands, ephrins, are also
extensively represented in numerous cell types. Both Eph and ephrins are divided into two families A and B,
based on gene sequence similarities and ligand binding preferences. Although there are some exceptions, some
EphA can interact with ephrin B and vice versa, EphA (10 members) bind GPI-anchored ligands, ephrins A (6
members), whereas EphB (6 members) bind transmembrane proteins, ephrins B (3 members). Each Eph kinase
can bind with different affinities, several ephrins and vice versa and both receptors and ligands transmit signals,
forward and reverse, respectively to the expressing cells. Accordingly, this plastic system allows many different
cell interactions that result in a wide spectrum of cellular functions, including cellular attachment/detachment,
cell shape and cell migration, cell fate, etc…1. Both subfamilies of Eph and ephrins are largely expressed in
thymus although it is difficult to establish a specific pattern of expression restricted to the two thymic
compartments, cortex and medulla. Importantly, both thymocytes and TECs express Eph and ephrins and a same
cell can express several Eph and/or ephrins2.
Several years ago we determined that the in vitro blockade of Eph/ephrin A interactions partially
blocked T-cell differentiation3. In that study, the supply of either soluble EphA-Fc or ephrinA-FC fusion proteins
to fetal thymus organ cultures (FTOCs) resulted in a significant reduction of the total yielded cells that affected
all the thymic subsets, but largely the DP cell compartment and was accompanied by increased proportions of
apoptotic thymocytes. Although these first results suggested certain non-specificity of the Eph/ephrin effects and
the possibility that in the absence of one Eph or ephrin any other member of the same family could substitute its
lack, further in vivo results demonstrated that observed effects were specific to the distinct Eph analyzed.
Thus, whereas EphA4-deficient mice showed decreased numbers of thymocytes together with an important
blockade of T-cell maturation with decreased proportions of DP cells4, EphB2- and/or EphB3-deficient thymuses
also showed decreased cell numbers and high proportions of apoptotic thymocytes but few changes in the
proportions of T-cell subsets5. However, the thymic epithelium showed profound alterations, specific for each
mutant type but exhibiting some common features: occurrence of K5+K8+MTS-10+ immature medullary
epithelial cells, abundant K5-K8-MTS-20+ cells, K5+K8+ cells in the cortex and large K5-K8- areas devoid of
epithelial cell markers6. Remarkably, other authors have failed to observed phenotypical changes in the thymus
of EphB2- or EphB6-deficient mice7, 8.
Because, as mentioned above, both thymocytes and TECs express Eph and ephrins, a second important
issue was to determine which thymic cell type is responsible for the observed phenotypes. We, therefore,
analyzed the thymic phenotype when only thymocytes or TECs were deficient in Eph or ephrins B. These studies
demonstrated that TEC-thymocyte interactions are critical for the Eph/ephrin-mediated effects on thymus.
Whereas EphA4 KO bone marrow (BM) progenitors differentiate normally in SCID thymuses with a normal
Eph/ephrin expression, WT progenitors fail to differentiate in EphA4 KO fetal thymus lobes grafted under the
kidney capsule of WT mice, showing decreased proportions of DP thymocytes4. In correlation with these results,
an immunohistochemical study demonstrated the collapse undergone by the EphA4-deficient cortical epithelium
where DP cells mature. In similar experiments, SCID mice that received BM progenitors deficient in different
Eph B showed blockade of T-cell differentiation at distinct stages of maturation confirming the specificity of
these molecules. Chimaeras established with EphB2-/- or EphB2/B3-/- progenitor cells show blockade of
thymocyte development at DN stage. SCID mice receiving precursor cells that express a truncated EphB2
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molecule, EphB2LacZ, that can transmits reverse signals to ephrinB-expressing neighboring cells, but not forward
signals, reach the DP stage but do not generate SP thymocytes. Finally, EphB3-/- precursor cells injected in SCID
mice show a partial blockade of T-cell development at DN stage resulting in decreased proportions of DP
thymocytes. Together these results indicate that both EphB2 and EphB3 exert an autonomous control on
thymocyte development but the lack of EphB2 results in a more severe phenotype. In addition, the epithelial
phenotype of these chimaeric thymuses was similar to that observed in the EphB KO mice demonstrating that
the thymic epithelial organization requires a non-autonomous EphB-dependent induction by developing
thymocytes9. Thymuses whose epithelium was deficient in ephrinB1 and/or B2 showed a smaller size than WT
counterparts and profound alterations in the thymic epithelial network but few changes in the thymocyte
subsets10. These changes were restricted to the double mutants in which a relationship could be established
between altered T-cell development and severity of epithelial changes. The expression of ephrinB1 and
ephrinB2 in TECs is necessary for a correct epithelial organization and T-cell maturation. In the thymuses
in which ephrins B were selectively deleted in thymocytes, there was a partial blockade of T-cell maturation with
increased proportions of DN3 cells10. Nevertheless, the phenotype severity was highly dependent on the mouse
strain, being more evident in those of mixed background, a phenomenon described for other Ephs and ephrins.
The thymic epithelial component also showed thymic medulla fragmentation and numerous, big epithelial cysts.
Taken together these results support that: Eph and ephrins affect thymus phenotype through the modulation
of thymocyte-TEC interactions; EphB2 and EphB3 and their ligands ephrinB1 and ephrinB2 play
autonomous and non-autonomous roles in T-cell differentiation and thymic epithelial network
organization, and the different reported thymic phenotypes are the result of the balance of combined
Eph/ephrin transmitted signals.
The relevance of Eph/ephrin-mediated thymocyte-TEC interactions for thymus functioning was
confirmed in in vitro experiments. EphrinB1-Fc fusion protein supplied to reaggregate thymus organ cultures
formed by fetal TECs and DP thymocytes disorganized the three-dimensional epithelial network of thymus.
Furthermore, ephrinB1-Fc proteins prevented thymocyte-TEC associations and altered TcR signaling11. More
recently, we demonstrated that the numbers of thymocyte-TEC conjugates formed decreased when using EphB2-
or ephrinB-deficient DP thymocytes, but increased when thymocytes expressed a truncated EphB2 molecule, the
unique SCID chimaeras that, as described above, exhibited normal proportions of DP thymocytes9. Analysis of
thymus development in several Eph/ephrinB-deficient mice has confirmed that the effects of Eph/ephrinB are
not restricted to adult thymus. The thymic primordium is a pharyngeal endoderm derivate which progresses as an
outgrowth with a central lumen. As early as E11.5 this outgrowth is formed by polarized pseudo- or bi-stratified
epithelium that immediately folds in a branching morphogenesis pattern. When this early branching process is
examined in EphB2-deficient mice, the lack of EphB2 does not affect its general pattern but alters the
development of epithelial branches that appear collapsed.
The arrival of lymphoid progenitors to E12 thymic primordium determines changes in the TEC shape
and the 3D-organization of thymic epithelium. Studies performed on in vitro colonization of FTOCs have
demonstrated that EphB2 also plays a role in this process12. We found decreased immigration into the mutant
thymus of all BM progenitors studied, including the WT ones. EphB2-/- , but not EphB2LacZ, progenitors had
reduced capacity to colonize WT FTOCs in comparison with WT progenitors. On the other hand, FTOCs from
EphB2-/- or EphB2LacZ mice, which received EphB2-/- BM progenitors showed significantly lower capacities for
homing than those receiving EphB2LacZ or WT precursors. When WT and mutant progenitors competed to
colonize FTOCs, EphB2-/- cells showed reduced capacities. Furthermore, mutant progenitors had a lower
capacity to reach the centre of lobes, remaining on the periphery, than WT ones, particularly when lobes were
derived from mutant mice12.
On the other hand, very early EphB-deficient thymuses (E12.5-13.5) exhibit small size, delayed
maturation of TEC progenitors, loose cortical epithelium and changes in the phenotype of medullary areas.
These early changes result in a reduced cortical epithelial network and alter position and size of medullary areas
(E15.5) to finally induce (E17.5, 2PN) a more severe phenotype in later stages6.
Recently, we also analyzed the role of ephrinB1 and ephrinB2 in cortical and medullary epithelium
development10. In the adult thymic cortex, two Ly51hi and Ly51lo cell subsets, can be identified. Ly51hi TECs
appeared in the subcapsulary cortex and also formed a discontinuous layer in the cortico-medullary border. In
these two areas some Ly51hi cells are arranged longitudinally and radially to the medulla whereas Ly51lo cells
appeared between them. In thymuses with ephrinB1-deficient TECs, the occurrence of two Ly51 subsets is
difficult to evidence: cTECs are retracted and form a homogeneous and dense thymic cortex. On the contrary, in
thymuses in which TECs do not express ephrinB2 there is a clearly defined Ly51lo outer cortex and a Ly51hi
region in the inner cortex. In thymuses with double ephrinB-deficient TECs, the thymic cortex shows
homogeneous Ly51 expression although it is possible to identify some Ly51hi cells in the inner cortex and Ly51lo
in the outer area. In these double mutants, flow cytometry analysis demonstrated that the lack of both ephrins
results in a delayed appearance of Ly51hi cells during thymus ontogeny with accumulation of Ly51lo cells
at E14.5 and decreased numbers of Ly51med and Ly51hi cells in the later developmental stages. On the other
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hand, ephrinB1 expression on TECs was necessary for the stratification and differentiation of thymic
medullary epithelium, ephrinB2 for the longitudinal growth of epithelial branches and both ephrins are
involved in the expansion and 3D-organization of the thymic epithelial network10.
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